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Resumen 

La maquinaria ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for Transport) participa 

en varias funciones relacionadas con las membranas biológicas y se encuentra 

conformada por los complejos 0, I, II, III y algunas proteínas accesorias (Vps4, Alix, 

Doa4). El complejo ESCRT–III (formado por Vps2, Vps20, Vps24 y Vps32) se 

ensambla en el sitio donde se produce la deformación de la membrana y participa en 

el proceso de escisión de la misma, un evento necesario para la maduración de los 

fagosomas. Este complejo está altamente conservado a través de la escala evolutiva, 

ya que se encuentra presente tanto en miembros del dominio Archaea como en 

eucariontes superiores. 

En Entamoeba histolytica se han identificado in silico, a los homólogos de la 

maquinaria ESCRT y experimentalmente, se ha encontrado el transcrito de la 

mayoría de los genes que codifican para estas proteínas. Hasta el momento, se ha 

estudiado la función de EhADH y EhVps4, proteínas accesorias al complejo, así 

como la de EhVps32, del complejo ESCRT-III. Las tres proteínas estudiadas, 

EhADH, EhVps4 y EhVps32, se relocalizan alrededor de eritrocitos ingeridos durante 

la eritrofagocitosis, lo cual sugiere que participan de manera activa en este proceso.  

El objetivo de este trabajo fue caracterizar las proteínas que conforman al ESCRT-III 

y estudiar su participación durante la eritrofagocitosis. Durante este proyecto 

encontramos que las proteínas EhVps2, EhVps20 y EhVps24 sufren cambios en su 

localización durante la eritrofagocitosis. Además, utilizamos el modelo de vesículas 

gigantes unilamelares (GUVs) para delimitar la función de cada una de estas 

proteínas. Nuestros resultados mostraron que EhVps20 es la primera proteína que se 

une a las membranas cargadas negativamente e inicia el reclutamiento del resto de 

la maquinaria. A continuación, EhVps32 genera invaginaciones en la membrana y 

posteriormente, EhVps24, se encarga de la escisión de la vesícula naciente durante 

la formación de cuerpos multivesiculares. En este ensayo, EhVps2 parece no ser 

necesaria para la formación de vesículas intraluminales. 

La participación de la maquinaria ESCRT-III en la eritrofagocitosis se evaluó en 

trofozoítos que sobre-expresaron o sufrieron el silenciamiento de EhVps32, la 

proteína más abundante de este complejo. Nuestros resultados mostraron un 

aumento o disminución, respectivamente, del porcentaje de eritrocitos ingeridos por 

los trofozoítos transfectados. Estos resultados nos permiten concluir que la 

maquinaria ESCRT-III resulta esencial para la fagocitosis en E. histolytica. 
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Abstract 

The ESCRT machinery (Endosomal Sorting Complex Required for Transport) 

participates in several membrane-related functions. This machinery is constituted by -

0, -I, -II, and -III sub-complexes and some accessory proteins (Vps4, Alix, Doa4). 

ESCRT-III complex (formed by Vps2, Vps20, Vps24 and Vps32) is assembled in the 

site where the membrane is deforming and participates in the scission process, a key 

event for phagosome maturation. This complex is highly conserved across the 

eukaryotic lineage and members of this machinery can be found both in the Archae 

domain as well as in higher eukaryotes. 

The homologues of ESCRT machinery have been identified in Entamoeba histolytica 

and the expression of the majority of these genes has been demonstrated. Until now, 

only three proteins have been studied, EhVps4 and EhADH, accessory proteins of the 

machinery and EhVps32 from the ESCRT-III complex. All of them are re-localized 

around ingested erythrocytes during erythrophagocytosis. These results suggest the 

participation of the ESCRT machinery in this process.  

The objective of this project was to characterize the ESCRT-III proteins and to study 

their participation during E. histolytica erythrophagocytosis. In this project, we found 

that EhVps2, EhVps20 and EhVps24 undergo changes on their localization during 

erythrophagocytosis. Besides, we used the Giant Unilamellar Vesicles (GUVs) model 

to define the function of each of the proteins. Our results showed that EhVps20 is the 

first protein that binds to negatively-charged membranes and initiates the recruitment 

of the rest of the machinery. Then, EhVps32 generates invaginations in the 

membrane of the GUV. Finally, EhVps24 produces the scission of the nascent 

vesicle, forming the intraluminal vesicles (ILVs). In this model, EhVps2 appears not to 

be essential for the formation of ILVs. 

Moreover, the ESCRT-III participation during erythrophagocytosis was evaluated in 

trophozoites over-expressing EhVps32 or EhVps32-silenced. This is the most 

abundant protein of the complex. Our results showed an increase or decrease, 

respectively, of the percentage of ingested erythrocytes. Putting all these results 

together, we conclude that ESCRT-III machinery is vital for phagocytosis in E. 

histolytica. 
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1. Introducción 

 

1.1 Epidemiología de la amibiasis 

 

Entamoeba histolytica es el protozoario parásito del intestino humano que causa la 

enfermedad conocida como amibiasis, considerada como la tercer causa de muerte a 

nivel mundial debida a enfermedades parasitarias, antecedida sólo por la 

esquisostomiasis y la malaria (Mortimer y Chadee, 2010). Se estima que el 10% de la 

población mundial está infectada por E. histolytica, lo que resulta en 

aproximadamente 50 millones de casos de amibiasis invasora y hasta 100 mil 

muertes por año (Ximénez et al., 2007).  La amibiasis invasiva tiene lugar cuando los 

trofozoítos de E. histolytica colonizan y penetran la pared del intestino produciendo 

disentería aguda fulminante con cuadros febriles, o bien disentería amibiana con 

diarrea muco-sanguinolenta (Ximénez et al., 2007). En algunos casos existe 

diseminación amibiana a otros órganos, en especial al hígado, en donde se forma el 

absceso hepático amibiano, que de no ser tratado puede resultar fatal (Pritt y Clark, 

2008). 

Las zonas de mayor endemia son los países tropicales y subtropicales, siendo 

factores importantes, los rasgos sociodemográficos y la accesibilidad a los servicios 

sanitarios (Ximénez et al., 2007). En países desarrollados, las poblaciones en riesgo 

de contraer la infección por E. histolytica incluyen residentes, inmigrantes y viajeros 

hacia áreas endémicas como México, América Central, Sudamérica, Asia, India, 

África e Islas del Pacífico; hombres que tienen relaciones sexuales con hombres y 

personas que viven en orfanatos (Haque et al., 2003; Stanley, 2003; Weinke et al., 

1990). En México, la amibiasis se considera un problema de salud muy importante, 

ya que refleja el rezago en las condiciones higiénicas de la población; además, 

constituye la parasitosis más frecuente en niños y en adolescentes (González-Ruiz, 

1990). Sin embargo, en años recientes se ha observado una tendencia al 

decremento en el número de casos (González-Ruiz, 1990). El último reporte 

epidemiológico reveló que para Septiembre del año 2015 existieron 177,169  nuevos 

casos reportados en nuestro país (SUIVE/DGE/SALUD, 2015).  
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1.2 Taxonomía de E. histolytica 

La clasificación taxonómica aceptada a partir de 1994 para la especie Entamoeba 

histolytica corresponde al reino Protista, Phyllum Amoebozoa, subphyllum Sarcodina, 

superclase Rhizopoda, clase Archamoebae, Subclase Gymnamoebia, orden 

Entamoebida, familia Entamoebidae y género Entamoeba (Ximénez et al., 2007). En 

el ser humano sólo cuatro especies del género Entamoeba producen infección: E. 

histolytica, E. dispar, E. moshkovskii (Martínez-Palomo, 1993) y la recientemente 

caracterizada E. bangladeshi (Royer et al., 2012). 

 

1.3 Ciclo de vida de E. histolytica 

E. histolytica presenta dos formas de vida: el quiste y el trofozoíto. El quiste es la 

forma infectiva y consiste en una estructura redondeada cuyo tamaño es de 10 a 16 

µm; posee de uno a cuatro núcleos y presenta una cubierta gruesa que le otorga sus 

propiedades de resistencia, especialmente en climas húmedos (Gómez et al., 2007). 

El trofozoíto tiene un diámetro de 20 a 40 µm y es móvil gracias a su ectoplasma que 

le permite formar pseudópodos; su núcleo presenta un cariosoma compacto central 

además de cromatina en gránulos uniformes en tamaño y localización (Haque et al., 

2003).   

La transmisión  de E. histolytica  se realiza  por la vía fecal-oral (Gómez et al., 2007).  

La infección inicia por la ingesta de quistes presentes en bebidas o alimentos 

contaminados. Debido a su cubierta externa el quiste no se daña por la acción de 

enzimas ni por el microambiente que existe en el estómago. Una vez que el quiste 

llega al intestino delgado (íleon terminal), sufre un proceso de desenquistamiento y 

emergen los trofozoítos que migran hacia el intestino grueso, donde pueden o no 

desarrollar infección invasiva (Gómez et al., 2007). El trofozoíto coloniza la mucosa 

intestinal del colon, sitio en el cual lleva a cabo su reproducción asexual y se 

multiplica por fisión binaria. Si el trofozoíto continúa avanzado por el colon, inicia su 

proceso de enquistamiento y el quiste es posteriormente expulsado con la materia 

fecal, donde puede permanecer viable en el medio ambiente durante varios días 

(Tanyuksel y Petri, 2003). Por su parte, el trofozoíto puede migrar por vía hemática al 

hígado o a otros órganos y causar la infección extraintestinal (Fig. 1) (Ximénez et al., 

2007). 
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Figura 1. Ciclo de vida de E. histolytica. La infección inicia con la 

ingesta de quistes en agua o comida contaminada. El quiste viaja a través 

del aparato digestivo y lleva se desenquista en el intestino dando lugar a 

los trofozoítos, los cuales llevan a cabo la reproducción asexual en el 

colon.  El trofozoíto puede seguir su camino por el colon e iniciar su 

proceso de enquistamiento para ser posteriormente expulsado en las 

heces; o bien, puede iniciar el proceso infectivo y dañar la pared del 

intestino.  En algunos casos, el trofozoíto alcanza la vía hemática y origina 

daño hepático (infección extraintestinal) (Tomado de: Mahon y Manuselis, 

2000). 
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1.4 Patogenicidad de E. histolytica 

En 1903 Schaudinn asignó al parásito entérico el nombre de E. histolytica debido a 

su habilidad para destruir tejidos humanos. Los trofozoítos de E. histolytica poseen la 

capacidad de destruir in vitro una amplia variedad de líneas celulares de origen 

humano, así como neutrófilos humanos, linfocitos T, eritrocitos y macrófagos  

(Ragland et al., 1994). El tejido principal que destruye E. histolytica en su paso por el 

cuerpo humano es el epitelio del intestino grueso y en menor grado el hígado, el 

pulmón, el cerebro y la piel (Olivos-García et al., 2011). Es probable que las lesiones 

en el pulmón y la piel sean ocasionadas debido a su cercanía con el intestino o el 

hígado infectados (Olivos-García et al., 2011). Las lesiones se caracterizan por una 

zona central de necrosis, con parásitos restringidos en la periferia y rodeados 

principalmente por un infiltrado inflamatorio de tipo linfocitario y mononuclear (Faust 

et al., 2011). 

La interacción entre los trofozoítos y sus células blanco consta de tres pasos (Orozco 

et al., 1985; Ravdin et al., 1988): 

1) Adherencia 

2) Citólisis  

3) Fagocitosis 

 

1.4.1 Adherencia 

La infección por E. histolytica se establece una vez que el parásito se adhiere a la 

capa de mucina presente en el colon (Marie y Petri, 2014). Los trofozoítos de E. 

histolytica tienen la propiedad de unirse a células del huésped que infectan, así como 

a materiales inertes como plástico o vidrio (Sengupta et al., 2009). 

Una vez que los trofozoítos se establecen en el lumen del intestino, migran hacia el 

intestino grueso en donde se adhieren a la mucosa intestinal, al epitelio y a las 

células inflamatorias del huésped. Este mecanismo es mediado por lectinas, de las 

cuales la más estudiada es la Gal/GalNAc que se une a residuos de galactosa/N-

acetil-galactosamina (Gal/GalNAc) presentes en la capa de la glicoproteína mucina 

(Allen et al., 1998; Petri et al., 2002; Ravdin y Guerrant, 1981; Ravdin et al., 1985).  

Otra proteína que participa de manera importante en el proceso de adhesión de E. 

histolytica es la adhesina de 112 kDa, que forma parte del complejo EhCPADH112 

(Arroyo y Orozco, 1987; García-Rivera et al., 1999). El complejo EhCPADH112 es un 
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polipéptido localizado en la superficie de los trofozoítos, que al ser bloqueado con un 

anticuerpo monoclonal, se observa una reducción drástica in vitro en las principales 

propiedades de virulencia de la amiba: adhesión, eritrofagocitosis, efecto citopático y 

efecto citotóxico (Arroyo y Orozco, 1987; García-Rivera et al., 1999; Rodríguez y 

Orozco, 1986).  

Este complejo está formado por una adhesina codificada por el gen Ehadh112 que se 

encuentra adyacente al gen Ehcp112, el cual codifica para una cisteína proteasa 

(García-Rivera et al., 1999). Este último gen se encuentra flanqueado por el gen 

EhrabB localizado 332 pb río arriba del codón de inicio de la traducción del gen 

Ehcp112. Aunque EhRabB se transcribe a partir de la cadena complementaria 

(Rodriguez y Orozco, 2000).  Los genes Ehadh112, Ehcp112 y EhrabB se empalman 

en una región de 4500 pb conocida como el locus de virulencia VI (Flores-Soto et al., 

2005). EhADH contiene tres segmentos transmembranales putativos y cuatro 

posibles sitios de glicosilación en su extremo N-terminal (García-Rivera et al., 1999). 

Además tiene un dominio Bro1 en su extremo N-terminal que la ubica dentro de la 

familia de las proteínas Alix/AIP1 involucradas en los procesos de transducción de 

señales (Bañuelos et al., 2005).   

Además de estas proteínas, se han identificado otras moléculas que participan en el 

proceso de adhesión, como una lectina inhibida por oligosacáridos de N-acetil-

glucosamina, que tiene un peso molecular de 220 kDa (Kobiler y Mirelman, 1980; 

Rosales-Encina et al., 1987), y las proteínas de 90, 70, 50 y 24 kDa identificadas por 

ensayos de ligando (Rodriguez et al., 1989). Por otro lado, existen proteoglicanos 

(PPGs) anclados a glicosilfosfatidilinositol (GPI) que son las moléculas más 

abundantes en la superficie del trofozoíto. Anticuerpos dirigidos contra estas 

moléculas reducen las capacidades de adhesión y citotoxicidad del parásito (Marinets 

et al., 1997). De igual manera, la proteína rica en lisina y ácido glutámico KERP1 y la 

proteína rica en serina y treonina denominada STIRP han sido probadas como 

moléculas de adhesión a células inmunes (Marquay Markiewicz et al., 2011; Seigneur 

et al., 2005). 

Además de moléculas de adhesión a las células vivas, E. histolytica también posee 

receptores para el reconocimiento de células apoptóticas, entre ellos, la proteína rica 

en Serinas (SHREP) de 52 kDa (Stanley et al., 1990; Teixeira y Huston, 2008), la 

calreticulina presente en su superficie celular (Vaithilingam et al., 2012) y  la cinasa 

transmembranal TMK96 (Boettner et al., 2008). 
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1.4.2 Citólisis  

E. histolytica es capaz de matar e ingerir células del huésped en cuestión de minutos 

de una manera dependiente de contacto (Ralston y Petri, 2011). El efecto citopático 

de la amiba depende de la temperatura y se lleva a cabo de manera óptima a la 

temperatura corporal del ser humano, es decir, a 37°C (Ravdin et al., 1988). Los 

principales efectos citotóxicos sobre las células huésped incluyen incremento de Ca2+ 

intracelular, producción de especies reactivas de oxígeno, pérdida de la integridad de 

membrana, fragmentación de ADN, exposición de fosfatidilserina y activación de 

caspasa-3 (Ralston y Petri, 2011). 

Por otro lado, dentro del proceso de virulencia participan efectores citotóxicos 

secretados de una forma regulada y dependiente de contacto, entre los que se 

encuentran los amebaporos, un grupo de proteínas formadoras de poros, cuya 

secuencia es similar a proteínas permeabilizadoras de membrana, como NK-lisina y 

la granulisina de mamíferos (Ralston y Petri, 2011). Los amebaporos forman canales 

iónicos en la membrana de la célula huésped por su asociación irreversible en 

oligómeros, similar al componente C9 del complemento y a la perforina de los 

linfocitos T citotóxicos (Leippe, 1992). Los tres amebaporos presentes en el genoma 

de E. histolytica  A, B y C pueden inducir la formación de poros en liposomas 

sintéticos y presentan actividad máxima a pH 5.2 (Zhang et al., 2004).   

Además, el genoma de E. histolytica posee 86 genes que codifican para proteasas 

putativas pertenecientes a todos los subgrupos: 50 cisteína-proteasas (CPs), 10 

serina-proteasas, 4 aspartato-proteasas y 22 metaloproteinasas (Tillack et al., 2007). 

Sin embargo, solo una fracción de estos genes parece ser transcrita por parásitos 

cultivados in vitro (Bruchhaus et al., 2003). Las CPs son abundantes en E. histolytica 

y actúan en una amplia variedad de sustratos del huésped, además de tener una 

función en la invasión del tejido y la degradación del moco del epitelio del colon 

(Ralston y Petri, 2011). El 90% de la actividad proteolítica presente en extractos de 

trofozoítos amibianos se debe a la acción de 5 CPs: EhCP-A1, EhCP-A2, EhCP-A5, 

EhCP-A7 (Irmer et al., 2009) y EhCP112 (Ocádiz et al., 2005). Las cisteína proteasas 

purificadas de E. histolytica degradan elementos de la matriz extracelular (colágena, 

elastina, fibrinógeno y laminina) que los trofozoítos deben penetrar para invadir el 

epitelio (Keene et al., 1990; Luaces y Barrett, 1988). La sobre-expresión de la 

proteína EhRab11B en trofozoítos de E. histolytica genera un incremento en la 

actividad de las cisteína proteasas secretadas: EhCP-A1, EhCP-A2 y EhCP-A5 
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sugiriendo que la ruta secretoria de estas enzimas proteolíticas se encuentra 

relacionada con EhRab11B (Mitra et al., 2007). E. histolytica degrada la mucosa del 

colon con enzimas proteolíticas como la cisteína proteasa A5 (Faust et al., 2011). 

CP-A5 también posee un motivo RGD de unión a integrinas, el cual es capaz de 

unirse a la integrina αvβ3 presente en enterocitos humanos y desencadenar una 

respuesta inflamatoria dependiente de NFκB (Hou et al., 2010), la cual participa en el 

proceso de formación del absceso hepático (Ankri et al., 1999). 

Entre las CPs mejor estudiadas se encuentra la EhCP112 que forma parte del 

complejo EhCPADH112 descrito anteriormente. Esta proteasa posee un dominio 

RGD de posible interacción con las integrinas celulares (García-Rivera et al., 1999) y 

cuenta con una secuencia hidrofóbica que pudiera anclarla a la membrana celular 

(García-Rivera et al., 1999). Más aún, se ha observado que EhCP112 presenta 

actividad proteolítica significativa en geles de poliacrilamida co-polimerizados con 

gelatina (García-Rivera et al., 1999; Ocádiz et al., 2005), además posee la capacidad 

de unirse y destruir colágena, fibronectina y monocapas de células MDCK  in vitro e 

in vivo, y unirse y destruir glóbulos rojos y hemoglobina (Ocádiz et al., 2005).     

Los productos secretados amebianos poseen efectos contacto-independientes en las 

uniones estrechas y en la absorción de iones, lo cual origina la diarrea (Marie y Petri, 

2014). 

E. histolytica posee además, vesículas intracelulares ácidas (pH 5.4) que pudieran 

tener un papel en la citotoxicidad (Ralston y Petri, 2011). Finalmente, la fosfolipasa A, 

una enzima ubicada en la membrana plasmática de los trofozoítos que requiere 

calcio para su actividad participa durante el proceso de lisis de las células blanco 

(Long-Krug et al., 1985). 

 

1.4.3 Fagocitosis  

El proceso endocítico constituye uno de los factores clave en la virulencia de E. 

histolytica (Marion et al., 2005; Okada et al., 2006). La fagocitosis es la capacidad de 

los trofozoítos de ingerir microorganismos, así como células del hospedero, entre las 

que se incluyen células inmunes y no inmunes (Marion et al., 2005). En otros 

organismos, la fagocitosis constituye el paso final en la vía de la apoptosis y sirve 

para limitar la inflamación; por lo que en E. histolytica, la ingestión de células 

inmunes y no inmunes podría limitar igualmente la respuesta inflamatoria del 

hospedero y permitir que el protozoario establezca una infección persistente 
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(Mortimer y Chadee, 2010). Amibas mutantes, deficientes en su capacidad fagocítica, 

son defectuosas en la destrucción de cultivos de células de mamíferos in vitro, así 

como en la formación de abscesos hepáticos in vivo, lo cual resalta la importancia de 

este proceso (Orozco et al., 1983; Orozco et al., 1985; Rodríguez y Orozco, 1986). 

En E. histolytica la fagocitosis puede ser de dos tipos: a) no específica, por medio de 

la cual, los trofozoítos ingieren partículas como almidón, látex, hierro, etc. y en donde 

el contacto inicial parece estar mediado por fuerzas electrostáticas (Bailey et al., 

1990) y, b) un mecanismo altamente específico, en el cual intervienen las adhesinas 

que participan en el reconocimiento y unión de los trofozoítos a la célula blanco 

(Arroyo y Orozco, 1987). 

En el proceso de fagocitosis participan varias estructuras, entre ellas microfilamentos 

amibianos (Guerrant et al., 1981), componentes del citoesqueleto como miosina IB y 

una proteína semejante a espectrina (Marion et al., 2005; Voigt et al., 1999), 

reguladores de la estructuración del citoesqueleto como las GTPasas Rho y RacG 

(Godbold y Mann, 1998; Guillen et al., 1998), cinasas como EhPAK, que controlan 

motilidad y fagocitosis en la amiba (Labruyere et al., 2003) y, probablemente 

moléculas que regulan la endocitosis como EhRab5, EhRab7 y EhRabB (Rodriguez y 

Orozco, 2000; Saito-Nakano et al., 2004; Welter et al., 2002).  Además, se ha 

demostrado  que durante el proceso de fagocitosis el complejo EhCPADH112 se une 

a las moléculas blanco y es internalizado junto con las moléculas endocitadas 

(García-Rivera et al., 1999; Rodriguez et al., 1989). 

 

1.4.3.1 Trogocitosis 

Recientemente se descubrió que los trofozoítos de E. histolytica son capaces de 

ingerir trozos de células vivas intactas mediante un proceso denominado trogocitosis. 

Este proceso activo, similar a la fagocitosis amibiana, requiere la adhesión a la célula 

blanco, así como a EhC2PK, un regulador temprano de la fagocitosis. Después del 

contacto con la célula, la amiba internaliza diferentes fragmentos de la membrana 

plasmática. La trogocitosis induce un rápido aumento en la concentración de Ca2+ 

intracelular en la célula blanco que culmina con la muerte celular, momento en el cual 

cesa la ingestión de fragmentos (Ralston et al., 2014). 

 

1.5 Tráfico vesicular en E. histolytica 
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El tráfico vesicular tiene un papel fundamental en la formación y el mantenimiento de 

diferentes compartimientos intracelulares así como en la comunicación entre las 

células y su ambiente (Vassilieva y Nusrat, 2008). Una manera simplificada del tráfico 

vesicular describe dos rutas intracelulares principalmente: endocitosis y exocitosis. 

Ambas rutas requieren varios pasos que involucran la fusión de vesículas con 

diferentes compartimentos celulares. La formación de vesículas representa un 

proceso complejo que involucra una gran cantidad de moléculas (Vassilieva y Nusrat, 

2008), en el cual participa el sistema endomembranoso (SE). El SE se define como el 

conjunto de membranas en el citoplasma de una célula eucarionte y divide a la 

misma en compartimientos estructurales y funcionales. Este sistema es responsable 

de la biosíntesis y transporte de lípidos y proteínas y se encuentra compuesto por la 

membrana nuclear, el retículo endoplásmico, el aparato de Golgi, los lisosomas y los 

endosomas (Field y Dacks, 2009). En E. histolytica los compartimientos celulares que 

involucran el tráfico vesicular no han sido bien establecidos. Un análisis 

ultraestructural en trofozoítos de E. histolytica reveló la presencia de estructuras 

similares a retículo endoplásmico liso, así como estructuras parecidas al aparato de 

Golgi (Chavez-Munguía et al., 2000). De igual manera, mediante el uso de 

anticuerpos dirigidos contra proteínas localizadas en el retículo endoplásmico rugoso 

y el aparato de Golgi de otros eucariontes, se identificaron estructuras similares a 

estos organelos en la amiba (Ghosh et al., 1999). A pesar de que en los trofozoítos 

de E. histolytica no se observan organelos clásicos visibles como peroxisomas, 

retículo endoplásmico rugoso (RER) y aparato de Golgi, las amibas conservan 

funciones asociadas a ellos (Smith y Guillen, 2010).  

El tráfico vesicular se encuentra implicado en muchos aspectos de la virulencia de E. 

histolytica. Por ejemplo, el movimiento característico de los trofozoítos, depende del 

movimiento interno de vesículas hacia la membrana plasmática para la formación de 

los pseudópodos (Bretscher y Aguado-Velasco, 1998; Welter y Temesvari, 2004).  

Así mismo, el tráfico vesicular es imprescindible durante la fagocitosis (Orozco et al., 

1985) y durante la secreción de moléculas hacia los lisosomas y fagosomas para 

desintegrar sustancias internalizadas por la amiba; o bien, para la secreción 

extracelular de vesículas con moléculas líticas, importantes en la invasión tisular 

(Okada et al., 2006). 

 

1.6 Endocitosis y cuerpos multivesiculares (MVBs) 
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En general, la endocitosis implica la formación e internalización de vesículas 

originadas en la membrana lipídica junto con proteínas embebidas en ella o 

moléculas del espacio extracelular, comúnmente denominadas moléculas cargo.  La 

endocitosis comienza con la generación de vesículas a partir de la membrana 

plasmática que se fusionan con el endosoma temprano. El endosoma temprano sirve 

como un eje para múltiples vías, incluyendo el reciclaje de receptores superficiales 

hacia la membrana plasmática, la fusión de vesículas derivadas del aparato de Golgi 

o bien, su direccionamiento hacia el lumen del lisosoma en donde las partículas 

ingeridas son finalmente degradadas (Cabrera y Ungermann, 2010; Lemmon y 

Traub, 2000; Peñalva et al., 2008). Los endosomas tardíos son las estructuras 

responsables de conectar la ruta de reciclaje con la vía degradativa dirigiendo 

moléculas endocitadas hacia lisosomas (Huotari y Helenius, 2011). 

El lisosoma tiene un papel importante en la degradación de lípidos y proteínas 

celulares. Para poder llevar a cabo su función degradativa, los lisosomas poseen una 

gran cantidad de hidrolasas que son transportadas en forma inactiva a través de la 

vía biosintética y son activadas proteolíticamente una vez que llegan a esta 

estructura. La entrada de proteínas transmembranales, así como de receptores 

superficiales celulares activados (tanto para degradación como para regulación) o de 

hidrolasas (para su correcta localización), requiere la formación de cuerpos 

multivesiculares (MVBs por sus siglas en inglés multivesicular bodies) (Bishop et al., 

2002). 

Los MVBs fueron descritos por primera vez en 1959 en ovocitos de rata (Sotelo, 

1959); sin embargo, su existencia fue revelada previamente en 1955, gracias a los 

avances en microscopía electrónica, debido a su morfología peculiar en una amplia 

variedad de células de mamífero como basófilos (Palade, 1955) y neuronas (Palay y 

Palade, 1955). Los MVBs son producto de un compartimiento derivado de los 

endosomas tardíos. Tienen un tamaño aproximado de 400-500 nm en eucariontes 

superiores (Gruenberg y Stenmark, 2004). Estos cuerpos son formados mediante la 

invaginación de la membrana endosomal, creando vesículas, relativamente 

uniformes, de aproximadamente 50 nm en el lumen del citoplasma, denominadas 

vesículas intraluminales (ILVs por sus siglas en inglés intraluminal vesicles). El 

direccionamiento endosomal de proteínas membranales endocitadas hacia los MVBs 

requiere de señales específicas, de las cuales la más caracterizada es la 

monoubiquitinación (Gruenberg y Stenmark, 2004; Woodman y Futter, 2008).   
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En las células de mamíferos, además de formar parte del sistema endosomal para la  

degradación de proteínas transmembranales, los MVBs también participan en el 

proceso de gemación de virus envueltos como HIV (del inglés, Human 

Inmunodeficiency Virus) y EIAV (del inglés, Equine Infectious Anemia Virus) (Martín-

Serrano et al., 2003) y en la degradación de lípidos (Bishop et al., 2002; Iwaki et al., 

2007).  Adicionalmente, muchas proteínas críticas para el crecimiento y desarrollo 

celular son direccionadas a los MVBs, por ejemplo, el receptor del factor de 

crecimiento epidermal (Haigler et al., 1979). La regulación de este receptor activado 

es fundamental para evitar señalizaciones celulares aberrantes, las cuales 

provocarían una proliferación celular descontrolada (Katzmann et al., 2002).  Por todo 

esto, se puede decir que los MVBs participan tanto en procesos normales celulares 

como en eventos patogénicos.   

 

1.7 Complejo ESCRT  

El proceso de formación de los MVBs requiere la acción secuencial de varios 

complejos proteicos denominados complejos de dirección endosomal requeridos para 

el transporte o ESCRTs, por sus siglas en inglés: “Endosomal Sorting Complex 

Required for Transport” (Leung et al., 2008).  El sistema ESCRT en eucariontes está 

compuesto por cinco grupos proteicos: ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II, ESCRT-III y 

una serie de proteínas accesorias que se ensamblan de manera coordinada para 

desencadenar la formación de vesículas intraluminales (Katzmann et al., 2002). 

La maquinaría ESCRT ayuda en el proceso de remodelación de la membrana 

provocando la invaginación de la misma hasta que se lleva a cabo la escisión de la 

membrana, formando la vesícula intraluminal (Mueller et al., 2012).  Una vez que la 

maquinaria ESCRT cumple su función, los complejos son disociados de la membrana 

blanco a través de la ATPasa tipo AAA denominada Vps4, de tal manera que los 

componentes ESCRT son reciclados de vuelta al citoplasma (Babst et al., 1998). 

Prácticamente todos los componentes del sistema ESCRT descritos en levadura 

tienen al menos un homólogo en organismos multicelulares (Winter y Hauser, 2006), 

donde el núcleo de este sistema es prácticamente universal, lo cual indica la 

presencia de esta maquinaria en el organismo LECA (Koumandou et al., 2013). Este 

análisis sugiere que la función del sistema ESCRT y su reclutamiento a membranas 

endosomales, se encuentra altamente conservado en toda la línea eucariótica, desde 

levaduras hasta el humano, lo cual resalta la importancia de esta ruta de transporte 
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(Katzmann et al., 2002). Sin embargo, la duplicación de algunos genes plantea la 

posibilidad de papeles alternativos para los componentes del sistema ESCRT.  

Estudios filogenéticos relevaron que los genes del sistema ESCRT emergieron 

durante la evolución de los eucariontes (Field y Dacks, 2009); se cree que en el 

organismo LECA (last eucaryotic common ancestor), existió un complejo primordial 

formado por un factor único similar a Snf7/Vps32 y relacionado con Vps2  derivado 

de una proteína del reino Archae. Este factor único sufrió duplicaciones permitiendo 

la diversificación hacia la maquinaria ESCRT-III y a las proteínas asociadas al 

complejo ESCRT-III (Field y Dacks, 2009; Leung et al., 2008). El reclutamiento 

subsecuente de las subunidades ESCRT-I y ESCRT-II, posterior al LECA, terminaron 

por originar el sistema ESCRT, siendo ESCRT-0 el último componente en surgir en 

una manera específica de linaje (Field y Dacks, 2009).  

Los componentes del sistema ESCRT-III también se han identificado en el reino 

Archaea (Lindas et al., 2008) donde participan en la deformación de la membrana 

durante la citocinesis (Samson et al., 2008). Esta función ancestral se mantiene en 

eucariontes, donde factores de la maquinaria ESCRT son reclutados durante la 

escisión de la membrana plasmática en los pasos finales de la citocinesis (Morita et 

al., 2007).   

 

1.7.1 ESCRT en levadura 

La maquinaria ESCRT fue originalmente descrita en la levadura Sacharomyces 

cerevisiae. En esta especie, el direccionamiento de moléculas cargo y la unión de 

vesículas en el lumen de los MVBs dependen de una red de aproximadamente 21 

proteínas que actúan mediante un proceso altamente regulado (Babst, 2005).  Estas 

proteínas son moléculas vacuolares de clase E (por participar en la formación de 

compartimientos endosomales), también llamadas Vps (por sus siglas en inglés: 

“vacuolar proteins sorting”) (Leung et al., 2008). Mutaciones en los genes vps, 

producen un sistema deficiente de transporte de hidrolasas recién sintetizadas, 

acumulándose en un compartimiento anormal perivacuolar de clase E, el cual es 

incapaz de dirigir moléculas hacia vesículas internas. Dichos resultados sugieren que 

el direccionamiento de receptores, como la invaginación interna de la membrana, 

están directa o indirectamente regulados por proteínas Vps  (Bishop et al., 2002). 
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En levadura el complejo ESCRT-0 está conformado por Vps27 y Hse1;  ESCRT-I 

está constituido por Vps37, Vps23, Vps28 y Mvb12; ESCRT-II se encuentra formado 

por Vps36, Vps22 y Vps25; ESCRT-III es conformado por Vps20, Snf7/Vps32, Vps2 y 

Vps24; y finalmente, el grupo de proteínas asociadas al ESCRT-III está conformado 

por las llamadas proteínas accesorias Vps31, Vps4, Vps46, Vps60, Vta1, Ist1, BRO1 

y la enzima desubiquitinizadora Doa4 (Fig. 2) (Curtiss et al., 2007; Iwaki et al., 2007; 

Luhtala y Odorizzi, 2004).  

La formación del sistema ESCRT comienza con la unión del complejo ESCRT-I a la 

membrana del endosoma, dicha unión depende de la interacción del ESCRT-I con el 

complejo ESCRT-0, el cual actúa como un receptor clasificador de las proteínas 

cargo monoubiquitinadas en los MVBs (Fig. 3) (Curtiss et al., 2007). Vps27, que 

forma parte del complejo ESCRT-0, se encuentra en endosomas tempranos y tardíos 

y su correcta localización depende de su dominio FYVE, a través del cual se une a 

un lípido típico de endosomas denominado fosfatidilinositol-3-fosfato [PtdIns (3)P]. 

Vps27, a través de su motivo de unión a clatrina, concentra y localiza moléculas 

cargo en los MVB’s (Babst, 2005) y junto con Hse1, unen a la ubiquitina de la 

molécula cargo, a través de sus motivos UIM (Ubiquitin Interacting Motif) (Hurley, 

2008).   

Una vez que la molécula cargo se encuentra unida a la membrana, Vps27 mediante 

sus motivos P(S/T)XP recluta al complejo soluble heterotetramérico ESCRT-I, a 

través del dominio UEV (Ubiquitin E2 Variant) de la proteína Vps23 (Hurley, 2008). 

Las moléculas del complejo ESCRT-I se unen a las proteínas cargo ubiquitinadas, 

por medio de sus dominios de unión a ubiquitina y activan al complejo ESCRT-II. El 

complejo ESCRT-II activado inicia el reclutamiento, desde el citoplasma hacia el 

compartimiento endosomal, de proteínas monoméricas pequeñas de tipo “coiled-coil”, 

seguido por la oligomerización de las mismas, resultando en la formación del 

complejo ESCRT-III (Iwaki et al., 2007). El complejo ESCRT-III es el encargado de 

concentrar las proteínas cargo en los MVBs.  Dentro del complejo ESCRT-III, las 

proteínas Vsp2 y Vps24 son homólogas entre sí, de igual manera que Vps20 y 

Vps3.Estos dos pares de proteínas homólogas forman dos subcomplejos dentro del 

complejo ESCRT-III (Babst et al., 2002a). 
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Figura 2. Estructura de la maquinaria ESCRT: El sistema ESCRT está 

compuesto por cinco grupos proteicos principales: ESCRT-0, ESCRT-I, 

ESCRT-II, ESCRT-III y ESCRT-III asociado. Estos complejos funcionan de 

forma secuencial en la clasificación de proteínas transmembranales hacia 

los MVBs. Las letras en color blanco indican el nombre de las proteínas 

presentes en la levadura mientras que las letras en color amarillo 

representan sus homólogos en el ser humano. Las líneas indican la manera 

en la que se asocian las proteínas, según datos experimentales (Tomado 

de: Hanson y Cashikar, 2012) 
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La formación del subcomplejo Vps20/Vps32, que está en contacto directo con el 

endosoma, es necesaria para que el complejo Vps2/Vps24 se forme, pero no en el 

sentido inverso (Katzmann et al., 2002).  Vps32 se asocia al residuo conservado de 367 

aminoácidos de la proteína accesoria Bro1 (Alix en humano o EhADH en Entamoeba 

histolytica), la cual recluta a la enzima desubiquitinizadora Doa4, que remueve la 

ubiquitina de la proteína cargo (Fig. 3).    

Se ha observado que el lípido LBPA está implicado en la formación de vesículas hacia el 

interior de los MVBs y en la fusión de vesículas con la membrana limitante en una 

manera promovida por Bro1 que se une a liposomas que contienen LBPA (Le Blanc et 

al., 2005; Matsuo et al., 2004).  Bro1 proporciona la unión con la maquinaria ESCRT, ya 

que es capaz de unir tanto al complejo –I como al complejo –III (Odorizzi, 2006).  

Una vez que la formación de MVBs está terminada, la proteína Vps4, una ATPasa de 

tipo AAA, se une al complejo ESCRT-III y disocia sus componentes de la membrana 

endosomal, de una forma dependiente de ATP, para posteriormente iniciar nuevas 

rondas de direccionamiento de moléculas cargo y de tráfico vesicular (Hurley y Emr, 

2006). Las proteínas accesorias Vps60, Vta1 e Ist1 regulan la función de Vps4, mientras 

que Vps46 se ha sugerido que también se une al ESCRT-III, aunque su función precisa 

aún no se ha determinado (Babst et al., 2002b; Dimaano et al., 2008; Shiflett et al., 2004; 

Yang et al., 2012). 

1.7.2 ESCRT en E. histolytica 

En E. histolytica existen evidencias bioinformáticas y experimentales que sugieren la 

presencia de una maquinaria ESCRT bien conservada y un mecanismo de formación de 

MVBs similar al descrito en levadura. Los estudios bioinformáticos consistieron en 

analizar el genoma de E. histolytica, encontrándose 19 genes que codifican para 

proteínas putativas del complejo ESCRT, las cuales mostraron alta similitud (del 20 al 

62%) con las proteínas ESCRT de humano y levadura (Banuelos et al., 2012; López-

Reyes et al., 2010). Estas proteínas ESCRT putativas de E. histolytica, poseen los 

mismos dominios funcionales característicos de los factores ESCRT de humano y  

levadura (López-Reyes et al., 2010). Dieciséis de estos genes fueron analizados por 

ensayos de RT-PCR semicuantitativa y se observó la presencia de al menos 15 

transcritos (López-Reyes et al., 2010), lo cual sugiere fuertemente la presencia de la 

maquinaria ESCRT en E. histolytica.  
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Figura 3. Modelo del direccionamiento dependiente de ubiquitina de 

proteínas transmembranales al endosoma.  Las proteínas de unión a 

ubiquitina (Ub),  Vps27 y Hse1 y la clatrina forman una cubierta de 

clatrina que funciona como un sistema de concentración de moléculas 

cargo para alimentar la maquinaria ESCRT. Vps27 recluta al complejo 

preformado ESCRT-I del citoplasma celular hacia al endosoma, donde 

interacciona con la molécula cargo monoubiquitinada. A continuación, 

ESCRT-I activa al ESCRT-II, el cual inicia la oligomerización de un grupo 

de proteínas pequeñas “coiled-coil” denominadas Vps2, Vps24, Vps20 y 

Vps32, resultando en la formación de ESCRT-III.  Finalmente el ESCRT-

III concentra las moléculas cargo en MVBs y recluta factores adicionales 

como Bro1 y la Vps4.  Bro1  recluta a la enzima desubiquitinadora Doa4 

que remueve la marca de ubiquitina de las proteínas cargo. Vps4 disocia 

la maquinaria ESCRT y libera las proteínas de clase E para ser 

posteriormente utilizadas en un nuevo ciclo de formación de MVBs 

(Tomado de: Slagsvold et al., 2006). 
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En cuanto al sistema ESCRT-III, durante mi proyecto de investigación para la 

Maestría en Ciencias, analizamos la expresión y localización de la proteína EhVps32 

(Avalos-Padilla, 2012).  En levadura, este componente es clave en el cierre de las 

vesículas preformadas (Wollert et al., 2009).  Mediante el desarrollo de anticuerpos 

policlonales específicos contra EhVps32 determinamos su peso molecular en 31 kDa, 

peso mayor al calculado teóricamente en base a su secuencia de aminoácidos (24 

kDa). La migración aberrante se ha observado en homólogos de esta proteína en S. 

cerevisiae y en el ser humano y se cree que se debe a la naturaleza intrínseca de 

carga de la proteína o bien (altamente ácida en su extremo N-terminal y Básica en el 

C-terminal), a una forma no globular de la misma (Babst et al., 2002a). Además, 

encontramos a esta proteína de forma abundante en el citoplasma de los trofozoítos, 

en estructuras punteadas similares a vesículas (Fig. 4, panel A). Adicionalmente, 

evaluamos el comportamiento de esta proteína durante el proceso de 

eritrofagocitosis. Nuestros hallazgos demostraron que la proteína se relocaliza 

alrededor de los eritrocitos ingeridos, delimitando las vacuolas fagocíticas (Fig. 4, 

panel B)(Avalos-Padilla, 2012). 

Respecto a las proteínas ESCRT accesorias, López-Reyes et al (2010) demostraron 

la expresión de la molécula EhVps4 en trofozoítos de E. histolytica. Experimentos 

bioquímicos de acción enzimática con la proteína recombinante EhVps4 y ATP como 

sustrato, sugirieron que EhVps4 puede disociar al complejo ESCRT-III del endosoma 

(López-Reyes et al., 2010). Además, amibas que expresan una EhVps4 mutante 

catalíticamente inactiva (EhVps4-E211Q-FLAG) muestran propiedades reducidas de 

virulencia, sugiriendo un importante papel para EhVps4 en la patogenicidad de este 

parásito (López-Reyes et al., 2010).  

Otra proteína ESCRT accesoria presente en E. histolytica es EhADH, la cual en 

determinadas condiciones forma parte del complejo EhCPADH (García-Rivera et al., 

1999). EhADH contiene un dominio Bro1 en el extremo N-terminal, por lo que se ha 

propuesto como un nuevo miembro de la familia Alix, la cual está implicada en un 

amplio espectro de procesos de señalización celular (Bañuelos et al., 2005). EhADH 

se localiza en organelos semejantes a los MVBs en tanto que una forma mutada, con 

una deleción de la mayor parte del dominio Bro1, se acumula en vesículas 

citoplásmicas posiblemente de clase E, caracterizadas por sus estructuras 

multilamelares (Banuelos et al., 2012).   
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Figura 4. Localización de EhVps32 en condiciones basales y durante la 

eritrofagocitosis. Trofozoítos de E. histolytica en condiciones basales (A) o 

que interaccionaron por 15 min con eritrocitos (B) se fijaron, permeabilizaron 

e incubaron con anticuerpos específicos de ratón α-EhVps32.  

Posteriormente, se usó un anticuerpo secundario anti-ratón acoplado a FITC 

(verde) y los núcleos se tiñeron con DAPI (azul). Las muestras se analizaron 

por microscopía confocal. En el panel izquierdo, se observa a la proteína 

EhVps32 localizada de forma abundante en estructuras punteadas similares 

a vesículas por todo el citoplasma. Sin embargo, durante la interacción con 

eritrocitos (panel derecho), la proteína se relocaliza alrededor de las 

vacuolas fagocíticas (Tomado de: Avalos-Padilla, 2012) 
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En Bro1 y Alix el dominio Bro1 constituye el sitio de interacción con Vps32 o 

CHMP4B, su homólogo en humano (Xu et al., 2004), por lo que mediante ensayos in 

vitro tipo “pull-down”, se demostró que la EhADH, a través de su dominio Bro1, se 

une de manera directa a la recombinante GST-EhVps32 (Fig. 5) (Banuelos et al., 

2012).  Este resultado sugiere que EhADH cumple una función similar a sus 

homólogos Bro1 y Alix. Además, EhADH está involucrada en la adhesión y 

fagocitosis de la amiba (Arroyo y Orozco, 1987; García-Rivera et al., 1999; Orozco et 

al., 1983), sugiriendo que la participación de EhADH en la vía de los MVBs media 

estos mecanismos patogénicos. 

 

 

1.8 ESCRT-III 

La maquinaria ESCRT está involucrada en un rango amplio de procesos de 

remodelación de membranas que involucran varias rutas de reclutamiento, pero 

todas convergen en el ensamblaje del complejo ESCRT–III en el sitio donde se lleva 

a cabo la deformación de la membrana y el proceso de escisión de las vesículas 

nacientes (Carlton y Martin-Serrano, 2007; Morita et al., 2007). 

La importancia de este complejo es evidente por su alto grado de conservación a 

través de la escala evolutiva. Miembros homólogos del complejo –III se han 

identificado en el reino Archaea. Tal es el caso del microorganismo hipertermofílico 

Sulfolobus, en donde se han encontrado homólogos putativos de las proteínas 

Vps32, Vps20, Vps2 y Vps24 de levadura, las cuales muestran la propiedad de 

unirse entre ellas in vitro (Samson et al., 2008).  Además, existe evidencia de que 

estas proteínas tienen un papel durante la división celular ya que mediante estudios 

de inmunolocalización se encontró la presencia de estas proteínas en el sitio de 

constricción de la membrana (Lindas et al., 2008; Samson et al., 2008). 

En general, ESCRT-III polimeriza preferencialmente a lo largo de membranas 

curveadas y se piensa que actúa principalmente como una maquinaria de fisión en 

cuellos preformados. Cada una de las subunidades del complejo –III posee diferentes 

funciones: Vps20 se encarga de la nucleación del complejo ESCRT-III, Vps32 del 

crecimiento del polímero y, finalmente, la escisión de la vesícula es llevada a cabo 

por el subcomplejo Vps2/Vps24.   
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Fig. 5 Interacción in vitro de EhVps32 con el dominio Bro1 de 

EhADH. Las proteínas GST y GST-EhVps32 se inmovilizaron en perlas 

de glutatión sefarosa y se pusieron a interaccionar con la proteína 

EhADH completa (1-687) o bien con su extremo amino (1-421) o 

carboxilo terminal (422-687), marcadas con 35S. En el panel de la 

izquierda se muestra un gel desnaturalizante de poliacrilamida con las 

proteínas recombinantes usadas.  En el panel de la derecha, después 

de realizar ensayos pull-down las proteínas se separaron en un gel y a 

través de un análisis autorradiográfico se observó cómo la proteína 

GST-EhVps32 es capaz de retener a la EhADH completa y al extremo 

N-terminal de la EhADH que contiene al dominio Bro1, pero no se une 

al extremo C-terminal de la EhADH.  Los controles muestran que la 

proteína GST sola no es capaz de unirse inespecíficamente a EhADH, 

ni a sus derivados  (Tomado de: Banuelos et al., 2012).  
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Todas las proteínas del complejo ESCRT-III poseen hacia su extremo N-terminal un 

dominio estructural denominado Snf7, el cual está formado por aproximadamente 

160 aminoácidos (Winter y Hauser, 2006), que se pliegan en forma de hélices alfa 

formando interacciones tipo coiled-coil, lo que le permite a las proteínas de este 

complejo formar multímeros. Las proteínas que contienen este dominio forman parte 

de la familia SNF7. Esta familia es un grupo de moléculas involucradas en el 

direccionamiento y transporte de proteínas, desde el endosoma hacia el lisosoma y 

participan de manera activa en la formación de los MVBs (Pfam, 2011). 

Las proteínas del complejo ESCRT-III, además poseen en su extremo N-terminal 

aminoácidos básicos (pI~10), mientras que su extremo C-terminal es fuertemente 

ácido (pI~4) (Babst et al., 2002a).  

Las subunidades de ESCRT-III poseen una serie de α-hélices unidas por pequeñas 

secuencias de aminoácidos, denominadas “linker”, que carece de estructura pero 

cuya composición se sugiere es análoga cuando están en solución. Las estructuras 

cristalográficas de las isoformas humanas de Vps24, Vps32 e Ist1 (Bajorek et al., 

2009; Martinelli et al., 2012; Muziol et al., 2006) mostraron que las hélices α1 y α2 

forman una horquilla helicoidal; adicionalmente, α3 y α4 se apilan contra el extremo 

abierto de la horquilla para generar un envoltorio asimétrico compuesto de 4 hélices 

α. El linker presente entre las hélices 4 y 5 carece de estructura pero posee un alto 

grado de flexibilidad, lo que permite que la hélice α5 se localice sobre la horquilla 

helicoidal; o bien, se encuentre aislada del núcleo de 4 hélices, dando lugar a las 

conformaciones autoinhibida y activa respectivamente (Shen et al., 2014).  A 

diferencia de los demás complejos, los miembros de ESCRT-III no están pre-

ensamblados sino que se localizan en forma soluble en el citosol (Babst et al., 2002a) 

como monómeros en su forma autoinhibida (Shim et al., 2007; Zamborlini et al., 

2006).  

Por otro lado, en ensayos de electroforesis, todas estas proteínas migran en un peso 

molecular más alto que el predicho por su secuencia de aminoácidos, al igual que las 

proteínas recombinantes que se producen a partir de sus genes. Esto sugiere que 

esta discrepancia no es el resultado de modificaciones post-traduccionales, sino una 

propiedad intrínseca de la proteína tal como la carga o una forma no globular de la 

proteína (Babst et al., 2002a; Babst et al., 1998). 
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1.8.1 Vps20 

En S. cerevisiae Vps20 es una pequeña proteína hidrofílica que posee una secuencia 

de reconocimiento para la enzima N-miristoiltransferasa (Nmt1), que durante la 

traducción une covalentemente un miristato en la glicina del extremo N-terminal 

(Ashrafi et al., 1998; Babst et al., 2002a). La mutación de esta glicina resulta en la 

pérdida parcial de la función de la proteína y reduce su asociación a la membrana, 

sugiriendo la importancia de esta modificación para la correcta función de la proteína 

(Babst et al., 2002a). 

Por otro lado, Vps20 junto con Vps32 y los complejos ESCRT-I y ESCRT-II,  son 

requeridos para la señalización dependiente de pH, importante en la patogenicidad 

del hongo Aspergillus nidulans (Peñalva et al., 2008; Xu et al., 2004). 

Su homólogo en el ser humano, denominado CHMP6 une a VTA1, la cual regula la 

actividad de la ATPasa VPS4 (Yeo et al., 2003). 

Al momento de iniciar este trabajo experimental, el homólogo de Vps20 en E. 

histolytica no había sido identificado. 

 

1.8.2 Vps32 

En S. cerevisiae Vps32, también conocida como Snf7,  es una proteína hidrofílica de 

240 aa. Aproximadamente el 35% de sus residuos presentan carga y se encuentran 

distribuidos de forma desigual a lo largo de su secuencia. El peso molecular predicho 

por la secuencia de aminoácidos de esta proteína es de 27 kDa (Babst et al., 2002a; 

Babst et al., 1998).  

Vps32 se asocia con Vps20, unión que permite la interacción directa con los lípidos 

de la membrana endosomal. Se ha observado que esta proteína posee la capacidad 

de asociarse a los endosomas, aún en ausencia de Vps20 (Babst et al., 2002a).  Por 

lo tanto, se ha hipotetizado que Vps32, al ser una molécula altamente cargada, se 

une a las membranas a través de interacciones con grupos funcionales cargados en 

la cabeza de los lípidos (Babst et al., 2002a). Por otra parte, la deleción de Vps32 

afecta de manera significativa la asociación del subcomplejo Vps2-Vps24, con las 

membranas endosomales,  resultando en una función deficiente del complejo 

ESCRT-III (Babst et al., 2002a). 

Los hallazgos anteriores sugieren que la proteína Vps32 es una molécula clave para 

el sistema ESCRT-III y para la formación de los MVBs. Estudios realizados in vitro en 

el modelo de vesículas gigantes unilamelares (GUVs, por sus siglas en inglés “Giant 
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Unilamellar Vesicles) revelaron que Vps32 es el componente del ESCRT-III más 

importante en el reclutamiento de las moléculas cargo, y en el proceso de escisión de 

la membrana (Wollert et al., 2009).  

En el humano, el homólogo de Vps32 se denomina CHMP4 y presenta tres 

isoformas: CHMP4A, CHMP4B y CHMP4C (McCullough et al., 2008).  CHMP4 posee 

la capacidad de unirse a Alix. Esta unión resulta de gran importancia, ya que Alix 

puede servir como un adaptador que recluta los complejos ESCRT-III en distintas 

membranas biológicas  (Katoh et al., 2004). 

La búsqueda del ortólogo Vps32 en E. histolytica mostró que en la amiba existe una 

proteína con valores del 25% de identidad, 48% de homología y valor e de 2.5 E-12, 

respecto a la Vps32 de S. cerevisiae; mientras que con la CHMP4B de humano 

comparte 20% de identidad, 43% de homología y un valor de e de 9.6 E-07 (López-

Reyes et al., 2011).  Estos datos sugieren que la proteína EhVps32 de E. histolytica, 

puede ser un miembro de la familia SNF7 (López-Reyes et al., 2011; López-Reyes et 

al., 2010). En la base de datos AmoebaDB, considerada como la base de datos 

oficial del genoma amibiano y tomando en cuenta la estructura de la proteína 

EhVps32, se predice que puede desempeñar funciones de unión y movimiento 

dirigido de proteínas dentro, fuera o a través de la célula, o bien, entre distintas 

células (Pathema, 2011). Además, se predice que EhVps32 contiene 205 

aminoácidos, con peso molecular calculado de 23.8 kDa, un pI de 4.6572 y una 

longitud del gen  de 614 nucleótidos (Pathema, 2011).  

Mediante el programa bioinformático Phyre, que permite predecir la estructura 

tridimensional de proteínas cuyo análisis cristalográfico no se ha realizado, se 

modeló la estructura terciaria de EhVps32 y se observó que EhVps32 adopta un 

plegamiento y una estructura conformacional más similar a la CHMP4B de humano, 

que a la Vps32 de levadura (López-Reyes et al., 2011).  

 

1.8.3 Vps24 

La proteína Vps24 posee en su extremo C-terminal una región que interactúa con el 

dominio MIT (Microtubule Interacting and Traficking) de la ATPasa Vps4, lo cual 

permite la disociación del complejo ESCRT-III formado (Obita et al., 2007; Stuchell-

Brereton et al., 2007). Además se ha identificado a esta proteína como la 

responsable del tamaño de la vesícula en levaduras (Rudge et al., 2004). 
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Su homólogo en el ser humano se denomina CHMP3, la primer proteína ESCRT-III 

cristalizada. Su estructura sugiere que todos los miembros de la familia ESCRT-III 

comparten un núcleo básico conservado (Muziol et al., 2006). CHMP3 reconoce al 

fosfolípido PtIns(3,5)P2 (Fosfatidilinositol 3,5-difosfato) (Whitley et al., 2003) y es 

capaz de anclarse a la membrana de los endosomas. 

En E. histolytica existe una proteína putativa que posee una similitud del 48% y una 

identidad del 22%, y un valor de e de 2.2 E-05, respecto a la presente en levadura 

(López-Reyes et al., 2011). 

 

1.8.4 Vps2 

Al igual que Vps20, Vps2 es una pequeña proteína hidrofílica (Babst et al., 2002a).  

Junto con Vps24, Vps2 recluta a la ATPasa Vps4, al unir su dominio MIM (MIT 

domain-interacting motif) presente en el extremo C-terminal de Vps2, al dominio MIT 

de la enzima Vps4 (Obita et al., 2007). 

El ser humano posee dos homólogos para esta proteína denominados CHMP2A y 

CHMP2B (Bajorek et al., 2009). 

En la amiba existe una proteína putativa que comparte valores de similitud del 50%, 

identidad del 29% y valor de e de 2 E-05 comparada con la proteína de la levadura; 

comparada con la de humano presenta valores de similitud del 48%, identidad del 

25% y valor de e de 7.9 E-16(López-Reyes et al., 2011). 

 

1.9  Dinámica de lípidos durante la endocitosis 

A lo largo de la vía endocítica/secretoria, la composición proteica y lipídica de las 

membranas sufre varios cambios. Diversos estudios demuestran que los lípidos no 

se encuentran distribuidos de igual manera entre las distintas membranas celulares, 

esta heterogeneidad está relacionada a su vez con la distribución de las proteínas 

asociadas a la membrana (Bissig y Gruenberg, 2013).  

En eucariontes, la membrana plasmática contiene cantidades relativamente altas de 

colesterol y glicoesfingolípidos y algunos lípidos se encuentran distribuidos 

asimétricamente en ambas caras de la membrana celular; tal es el caso de 

fosfatidiletanolamina (PE) localizada en la cara externa y fosfatidilserina (PS) 

localizada únicamente en la cara interna (Devaux, 1991). Por su parte, los 

endosomas tempranos, al ser un producto derivado de la membrana plasmática, 

poseen prácticamente la misma composición lipídica, siendo ricos en colesterol y PS 
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(Gagescu et al., 2000). La diferencia principal entre membrana plasmática y 

endosoma temprano, radica en la composición de fosfoinosítidos, ya que la primera 

posee PI(4,5)P2 (Fosfatidilinositil 4,5-difosfato) y PI(3,4,5)P3 (Fosfatidilinositol 3,4,5-

trifosfato), mientras que en endosomas está presente PI(3)P (Fosfatidilinositol 3-

fosfato). Finalmente, los endosomas tardíos son ricos en LBPA (Ácido lisofosfatídico), 

el cual no se detecta en ningún otro sitio de la célula (Kobayashi et al., 1998). 

 

1.10 Modelos para el estudio de membranas biológicas 

Debido a la naturaleza transitoria de la maquinaria ESCRT-III sobre las membranas 

del endosoma resulta difícil llevar a cabo estudios in vivo en la célula, por esta razón, 

se ha recurrido al uso de modelos in vitro que permiten delimitar las funciones de 

cada una de las proteínas que integran a esta maquinaria. 

Existen varios métodos para el estudio  de interacciones lípido-proteína in vitro, la 

elección de un método depende de la proteína de interés y el tipo de información que 

se desea obtener (Zhao y Lappalainen, 2012). Estas interacciones puede ser 

analizadas utilizando membranas aisladas; sin embargo, el aislamiento de cantidades 

suficientes de compartimientos membranales específicos es muy difícil. Además, las 

membranas biológicas aisladas poseen una composición compleja que incluye 

proteínas de membrana lo cual puede interferir con los ensayos. Por estas razones, 

se utilizan sistemas biomiméticos entre los que destacan las vesículas de lípidos 

(liposomas), bicapas lipídicas soportadas y monocapas lipídicas (Zhao y 

Lappalainen, 2012) 

Entre los modelos disponibles, el más utilizado es el de liposomas, ya que 

estructuralmente se asemejan a compartimientos celulares en los cuales las 

moléculas individuales de lípidos son organizados en una bicapa lipídica esférica. 

Existen dos tipos principales de liposomas: unilamelares, compuestos de una sola 

bicapa lipídica y multilamelares, compuestos de varias bicapas lipídicas (Zhao y 

Lappalainen, 2012). 

Las GUVs son una herramienta práctica para el estudio de las propiedades de 

membrana (Fenz y Sengupta, 2012). Este modelo ha sido utilizado previamente para 

estudiar propiedades membranales tales como rigidez, elasticidad, direccionamiento 

de lípidos y separación de fase (Bassereau y Goud, 2011; Dimova et al., 2006); ya 

que, debido a su tamaño, es posible su visualización mediante microscopía de luz y 

la micromanipulación de vesículas individuales (Dimova et al., 2006).  
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La visualización de estas vesículas permite observar procesos dinámicos, incluyendo 

interacciones lípido-proteína, formación de microdominios lipídicos, cambios en la 

morfología de la membrana y dinámica de lípidos (Bacia et al., 2011; Dimova et al., 

2006; Saarikangas et al., 2009). 

La preparación de GUVs se realiza mediante la hidratación de capas de lípidos bajo 

la influencia de un campo eléctrico, este método, conocido como electroformación, 

permite obtener vesículas uniformes en tamaño y forma (Angelova y Dimitrov, 1986). 

Las vesículas obtenidas mediante este método poseen la misma composición en la 

capa interna como en la externa y son libres hasta en un 80% de defectos en la 

membrana, lo cual podría interferir con los ensayos (Rodriguez et al., 2005). 

Finalmente, Wollert et al utilizaron este modelo para profundizar en el entendimiento 

del mecanismo de acción de la maquinaria ESCRT en la levadura S. cerevisiae, 

probando la acción de esta maquinaria sobre el modelo de GUVs {Wollert, 2009 #34}. 
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2. JUSTIFICACIÓN 

Los trofozoítos de E. histolytica son organismos altamente endocítico, siendo el 

tráfico vesicular indispensable para su nutrición y para procesos como la secreción 

de proteínas degradativas, lo cual resulta fundamental en la expresión de su 

virulencia. 

En eucariontes, el complejo ESCRT, participa en el sistema endocítico durante la 

formación de los MVBs. Hasta el momento, en E. histolytica se han identificado 

homólogos putativos del sistema ESCRT. Además, experimentalmente se ha 

encontrado el transcrito de la mayoría de estos genes y se ha estudiado parcialmente 

la función de dos proteínas ESCRT accesorias, EhADH y EhVps4, así como de la 

proteína más abundante del complejo ESCRT-III, EhVps32. 

Nuestros resultados anteriores demuestran que la proteína EhVps32 se relocaliza en 

la célula durante el proceso de eritrofagocitosis. Esto nos lleva a pensar que 

EhVps32, junto con el resto de los componentes ESCRT-III participan en la 

maduración del fagosoma cuando se internalizan los eritrocitos fagocitados. 

Hasta el momento no existen estudios de la maquinaria ESCRT durante la 

fagocitosis, por lo que resulta de gran importancia analizar si E. histolytica expresa 

los cuatro componentes que integran al complejo ESCRT–III (EhVps2, EhVps20, 

EhVps24 y EhVps32), así como su participación en el proceso endocítico. Elucidar la 

función de cada una de estas proteínas nos ayudará a entender mejor los procesos 

de patogenicidad de E. histolytica que involucran a la endocitosis, ya que  nos 

permitirá conocer si la maduración fagosomal se lleva a cabo en una forma similar a 

la endocitosis en eucariontes superiores. 
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3. HIPÓTESIS 

En Entamoeba histolytica, el complejo ESCRT-III participa en los eventos de 

maduración de los fagosomas, el cual es esencial para la degradación de partículas 

fagocitadas.  

 

4. OBJETIVOS 

4.1 OBJETIVO GENERAL 

Analizar la expresión del complejo ESCRT-III en Entamoeba histolytica y estudiar su 

participación durante la eritrofagocitosis de la amiba. 

 

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES 

 Analizar la expresión de cada una de las proteínas del complejo ESCRT-III y 

determinar su localización subcelular en los trofozoítos de E. histolytica. 

 Evaluar la localización de estas proteínas durante el proceso de 

eritrofagocitosis. 

 Determinar la función de cada una de estas proteínas en el proceso endocítico 

in vitro. 

 Analizar la participación de ESCRT-III en la eritrofagocitosis de E. histolytica in 

vitro. 
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5. DISEÑO EXPERIMENTAL 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Cultivo de trofozoítos de E. histolytica 

Trofozoítos de la clona A cepa HM1:IMSS (Orozco et al., 1982) fueron cultivados 

axénicamente a 37°C en el medio TYI-S-33 (Diamond et al., 1978), suplementado 

con 10% de suero bovino (ECHITEC-BIO; GIBCO, Invitrogen), 6% de la mezcla de 

vitaminas de Diamond (JRH, Biosciences), 1.2 U/ml de Penicilina (Lakeside) y 1.4 

mg/ml de estroptomicina (Lakeside).   

La cepa G3, utilizada para llevar a cabo el silenciamiento epigenético en E. 

histolytica, fue obtenida al silenciar el gen del amebaporo A (Ehap-a) al transfectar 

trofozoítos de la cepa HM1:IMSS con el plásmido psAP-1 el cual posee el gen 

completo Ehap-a así como elementos reguladores río arriba y rio abajo del gen. Al 

eliminar el plásmido de los trofozoítos transfectados, observaron que el 

silenciamiento del amebaporo A se mantenía y a esta nueva cepa generada se le 

denominó G3 {Mirelman, 2008 #606}. El cultivo de esta cepa se realiza de la misma 

manera que se mencionó arriba. 

 

6.2 Obtención de ADN genómico de E. histolytica 

La obtención del ADN genómico se realizó utilizando el kit “Wizard® Genomic DNA 

Purification Kit” (Promega). Trofozoítos (1 x 107) en fase logarítmica de crecimiento 

se cosecharon enfriando el cultivo a 4°C durante 10 min, después se colectaron en 

tubos cónicos de 50 ml y se centrifugaron a 500 x g durante 10 min a 4°C.  La pastilla 

celular se lavó tres veces con PBS (1.4 M NaCl, 27 mM KCl, 100 mM Na2HPO4, 18 

mM KH2PO4,  pH 7.4)  a 4°C para eliminar los remanentes del medio. El paquete 

celular se resuspendió en 1.5 ml de PBS frío y estéril y se transfirió a tubos 

Eppendorf de 1.5 ml. Nuevamente se centrifugó a 13,000 x g durante 10 s y el 

sobrenadante se eliminó; la pastilla resultante se resuspendió en 600 µl de solución 

de lisis nuclear y se mezcló cuidadosamente. Inmediatamente después se añadieron 

3 µl de la solución de RNAsa (4mg/ml), mezclando vigorosamente y el tubo se incubó 

durante 30 min a 37°C.  La mezcla se enfrió a temperatura ambiente (TA), se 

añadieron 200 µl de solución de precipitación de proteínas, se agitó en vórtex y se 

enfrió en hielo durante 5 min, y se centrifugó a 15,000 x g durante 6 minutos.  El 

sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo que contenía 600 µl de isopropanol y se 

mezcló suavemente por inversión.  La mezcla se centrifugó a 16,000 x g durante un 

minuto a TA. El sobrenadante se descartó y a la pastilla se le añadieron 600 µl de 
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etanol al 70%, se mezcló suavemente para lavar el ADN obtenido y se centrifugó 

durante 1 min a 16,000 x g a TA. El etanol se eliminó cuidadosamente y la pastilla se 

secó durante 15 min en la campana de flujo laminar {Miller, 1988 #564}. Para 

finalizar, la pastilla de ADN se rehidrató con 100 µl de agua inyectable estéril, el ADN 

fue cuantificado mediante espectrofotometría por Nanodrop (Thermo) a 260/280 nm, 

se hicieron alícuotas y se almacenaron a -20°C hasta su uso. 

 

6.3 Extracción de ARN total 

La extracción de ARN se realizó utilizando el reactivo comercial Trizol (Invitrogen), el 

cual consta de una solución monofásica de fenol e isotiocianato de guanidina con la 

que se obtiene un mejoramiento a la técnica de aislamiento de ARN de un solo paso 

(Chomczynski y Sacchi, 1987). Durante la lisis celular, los componentes del Trizol 

mantienen la integridad del ARN. La adición de cloroformo seguida de centrifugación, 

separa la solución en una fase acuosa y otra orgánica, en la fase acuosa se 

mantiene el ARN de donde se recupera y se precipita a temperatura ambiente 

mediante la adición de isopropanol.  Mediante esta técnica se obtiene ARN libre de 

proteínas, carbohidratos, lípidos y ADN.  La pastilla de ARN recuperada después de 

esta metodología se resuspendió en agua libre de ribonucleasas (agua DEPC). La 

obtención de ARN total se realizó utilizando cultivos de trofozoítos de la clona A de E. 

histolytica en condiciones basales.  La cuantificación y visualización de la calidad del 

ARN fue realizada mediante la lectura espectrofotométrica por Nanodrop (Thermo) y 

mediante la electroforesis en geles de agarosa {Johansson, 1972 #565}. 

 

6.4 Síntesis de la cadena complementaria de ADN (cADN) 

Debido a que el análisis in silico reveló la presencia de intrones en nuestros genes de 

interés, es necesario obtener el amplificado libre de los mismos para proceder a su 

posterior clonación. De tal manera que empleamos la técnica de síntesis de ADN 

complementaria (cADN) mediante la transcripción reversa seguida por la 

amplificación por PCR.   

En primer lugar, para eliminar el ADN remanente en las muestras de ARN, se tomó 1 

μg del ARN obtenido y se adicionó 1 U de la enzima DNAsa I (Promega) y 2 μl de 

amortiguador 5 X completando con agua DEPC, hasta alcanzar un volumen de 20 μl.  

Esta mezcla se incubó durante 30 min a 25°C; posteriormente se adicionó 1 μl de 
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EDTA 50 mM y se incubó por 15 min a 65°C con la finalidad de desactivar a la 

enzima.   

El ARN tratado con DNAsa se mezcló con 100 ng de oligo dT y se incubó durante 5 

min. Posteriormente se agregó 1 μl de la mezcla de dNTPs 10 mM (10 mM de dATP, 

dCTP, dGTP y dTTP), se colocó inmediatamente en hielo y se agregó la siguiente 

mezcla: 4 μl de amortiguador de reacción Superscript IITM (Tris-HCl 250 mM pH 8.3, 

KCl 375 mM, MgCl2 1 mM), 2 μl de DTT 100 mM y 2 μl de inhibidor de RNAsas 

(RNAsin, Invitrogen) en un volumen final de 20.5 μl.  La mezcla se incubó a 42 °C 

durante 2 min y después se adicionaron 200 U de la enzima SuperscriptTM II 

(Invitrogen) y se incubó nuevamente a 42°C durante 1 hora.  Transcurrido este 

tiempo se adicionó 1 μl de RNAsaH con la finalidad de obtener un mayor rendimiento 

de la reacción de PCR debido a que se elimina el ARN molde y se impide la 

formación de moléculas dúplex de ADN-ARN.  Las muestras se almacenaron a -70°C 

hasta su uso. 

 

6.5 Diseño de oligonucléotidos específicos  

Para los ensayos funcionales de las proteínas, se empleó una variante de EhVps20 y 

de EhVps32 recombinantes que carecían del extremo C-terminal [EhVps20(1-173) y 

EhVps32(1-165), respectivamente], lo que permitió obtener una proteína activa y de 

esta manera evitó el uso de los complejos ESCRT que se encuentran río arriba y que 

son necesarios para activar al complejo ESCRT-III. 

El diseño del par de oligonucléotidos iniciadores para amplificar los genes de las 

proteínas EhVps2, EhVps20, EhVps20(1-173), EhVps24, EhVps32(1-165) se realizó 

empleando el programa DNAWORKS que se encuentra disponible en Internet 

(http://helixweb.nih.gov/dnaworks/). Además, en todos los casos a estos 

oligonucléotidos se les agregaron las secuencias reconocidas por las enzimas de 

restricción BamHI para el oligo en sentido y SalI para el oligo en antisentido (Tabla 

1). 

A los oligos diseñados se les realizó un análisis de BLAST en la base de datos de E. 

histolytica (Amoeba DB, http://www.amoebadb.org) con la finalidad de comprobar que 

las secuencias elegidas se localizaran exclusivamente en los genes de interés. Una 

vez comprobada la especificidad de los oligos, las secuencias se enviaron a 

sintetizar. 
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En el caso del silenciamiento, se sintetizó un par más de oligonucléotidos que 

amplificaran las primeras 431 pb del gen Ehvps32, además en el oligo en sentido se 

incluyó la secuencia reconocida por la enzima SacI y en el antisentido, la secuencia 

reconocida por StuI, para verificar la especificidad de los mimos se realizó un análisis 

BLAST como se describió previamente. 

 

6.6 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La amplificación de los genes Ehvps2, Ehvps20, Ehvps20(1-173), Ehvps24, 

Ehvps32(1-165) y EhVps32-431 se realizó mediante la técnica de PCR {Gibbs, 1991 

#568} en la cual se utilizaron 100 ng de ADN genómico o cADN, 10 μM de cada uno 

de los oligonucleótidos sintetizados (sentido y antisentido), 10 mM de cada dNTP 

(dATP, dCTP, dTTP y dGTP), amortiguador GC 5X, 5.0 mM de cloruro de magnesio, 

1 U de la enzima de alta fidelidad KAPA HiFi HotStart DNA polymerase 

(KAPABiosystems) y agua inyectable, a un volumen final de 25 μL. En el control 

negativo se añadió toda la mezcla de reacción excepto el ADN genómico, o bien, el 

ARN tratado con DNAsa, en el caso de emplear cADN.  

La amplificación se llevó a cabo en un termociclador Mastercycler personal 

(Invitrogen), utilizando el siguiente programa: desnaturalización inicial a 95°C por 5 

min, 30 ciclos a 95°C por 30 seg, alineamiento a la temperatura correspondiente a 

cada par de oligonucléotidos (ver tabla 1)  por 30 seg, 72°C por 1 min y la extensión 

adicional se llevó a cabo a 72°C por 1 min.  Los productos de PCR se analizaron en 

geles de agarosa al 1.5%, en solución de TAE (0.04 M Tris, 0.04 M Acetato 1 mM 

EDTA, pH 8.2-8.4). 

 

6.7 Purificación del ADN a partir de geles de agarosa  

Las bandas correspondientes a los genes Ehvps2, Ehvps20, EhVps20(1-173), 

Ehvps24, Ehvps32(1-165) y Ehvps32-431 se purificaron con el kit “GeneJET Gel 

extraction Kit” (Fermentas).  En primer lugar, los fragmentos de ADN se cortaron de 

los geles de agarosa y se pesaron dentro de un tubo de 1.5 ml.  Después, se agregó 

un volumen 1:1 del amortiguador de unión y se incubó la mezcla a 50-60°C durante 

10 min o hasta que el gel estuviera completamente disuelto. La mezcla se agitó 

suavemente por inversión y se agregaron dos volúmenes de isopropanol al 100% y 

se mezcló vigorosamente. La mezcla se cargó en la columna de purificación 

GeneJET, se centrifugó a 18,000 x g durante 1 min y se descartó lo que no se unió.   
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Tabla 1: Secuencia de cada uno de los oligos diseñados, tamaño del fragmento 

esperado por amplificación y Tm para los cuatro genes estudiados. 

 

 

Nombre 

del gen 

Tamaño 

del gen 

(pb) 

Tm 

(°C) 
Oligonucleótido en sentido Oligonucleótido en antisentido 

Ehvps2 741 58°C 5’-GCGGATCCATGTCAAGGTTATTTC-3’ 

5’-

CCAAGCTTTTAAAGATTGGCTATTCTTGAAACAATATCATC

TTCATCTTC-3’ 

Ehvps20 621 61°C 5’GCGGATCCATGTTAAATCGATTCA-3’ 

 

5’-CCAAGCTTTTTAAATTGCAAATTTTTTGCTATCTGGTT-3’ 

 

EhVps20 

(1-173) 
522 60°C 5'- CCGGATCCATGTTAAATCGATTCA -3' 

 

5'-CGTCGACTTAAATATCTCCTTCAAACATTGAAT-3' 

 

Ehvps24 618 61°C 

5’-

GCGGATCCATGGGCAACCTTAATAGCCAA

ACAGTAGATAATAG-3’ 

5’-

CCGTCGACTTAAAAGGTTTCTATTACAATATTTTGTTTAGA

TATTAACATTCACTT-3’ 

Ehvps32 

(1-165) 
495 72°C 

 

5’-

CCCCGGATCCATGTCTTGGTTCAGAAGAA

ATACTAC-3’ 

 

 

5’-

CCCCGTCGACTTATTCTTGTTCATCAAGAACTTGATCTTCT

AAT-3’ 

 

EhVps32-

431 
431 65°C 

 
5´AGCTAGGCCTATGTCTTGGTTCAGAAGA
AATACT-3´ 
 

 

5´-GCATGAGCTCATGTCTTGTAAATCTTCACCTAAA-3´ 
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Con la finalidad de lavar el ADN unido a la columna, se colocaron 100 μl del 

amortiguador de unión, se centrifugó como se mencionó anteriormente y se lavó con 

700 μl de amortiguador de lavado, nuevamente centrifugando en las condiciones 

establecidas. Finalmente, se realizó una centrifugación adicional para remover los 

residuos de etanol del amortiguador de lavado. Para eluir el ADN obtenido, la 

columna se colocó en un tubo de 1.5 ml nuevo y estéril, se adicionaron 50 μl de agua 

estéril en la columna a 50°C y se centrifugó a 14,000 x g durante 1 min. El ADN 

obtenido se cuantificó por espectrofotometría a 260/280 nm en un equipo Nanodrop 

(Thermo) y se almacenó a -20°C hasta su uso. 

 

6.8 Clonación de Ehvps2, Ehvps20, EhVps20(1-173), Ehvps24, EhVps32(1-165) y 

Ehvps32-431 en el vector pJET1.2/blunt 

Los genes amplificados y purificados fueron clonados en el vector pJET1.2/blunt 

(Fermentas) el cual permite clonar directamente productos de PCR que poseen 

extremos romos generados por la ADN polimerasa de alta fidelidad.  Adicionalmente 

este vector contiene un gen letal que es interrumpido por la ligación de un inserto de 

ADN en el sitio de clonación, de manera que sólo las células que contienen los 

plásmidos recombinantes son capaces de propagarse, eliminando la necesidad de 

seleccionar clonas.   

La ligación del amplificado y del vector se llevó a cabo en una proporción 1:3 (vector: 

inserto), con la siguiente mezcla de reacción: 10 µL de amortiguador de reacción 2X,  

75 ng del producto de PCR purificado, 25 ng del vector de clonación pJET1.2/blunt, 1 

µl de ADN ligasa T4 y se aforó a un volumen total de 20 µl con agua inyectable.  A 

continuación, la preparación se mezcló en el vórtex por 5 segundos y se incubó a TA 

durante 5 min. La mezcla fue empleada para transformar bacterias competentes 

DH5α las cuales se sembraron en Luria Bertani-Agar (LB: 1% Triptona; 0.5% extracto 

de levadura; 1% g de NaCl  y 15 g de agar por cada litro de medio) que contenía 

ampicilina a una concentración de 100 µg/ml. Las colonias resultantes fueron 

sembradas en LB-ampicilina y conservadas a 4°C hasta por una semana. 

 

6.9 Digestión de los plásmidos pGEX-6P-1, pJET1.2-EhVps2, pJET1.2-Ehvps20, 

pJET1.2-Ehvps20(1-173), pJET1.2-Ehvps24 y pJET1.2-Ehvps32(1-165),  

Los plásmidos fueron restringidos con las enzimas de rápida digestión BamHI 

(Invitrogen) SalI (Invitrogen) en todos los casos para poder llevar a cabo la sub-
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clonación en el vector de expresión pGEX-6P-1. La mezcla de reacción se realizó de 

la siguiente manera: 1 μg de vector, 10 U de cada enzima de restricción, 3 µI de 

amortiguador de reacción 4X y se aforó a un volumen final de 20 µl con agua estéril.  

La reacción se incubó durante 4 h a 37°C y los productos se analizaron por 

electroforesis de agarosa al 1.5%. 

 

6.10 Subclonación de Ehvps2, Ehvps20, Ehvps20(1-173), Ehvps32(1-165) y 

Ehvps24  en el vector de expresión pGEX-6P-1 

Para subclonar los genes en el vector de expresión pGEX-6P-1  tanto el gen clonado 

como el plásmido sin inserto fueron sometidos a restricción enzimática, y purificados 

del gel como se mencionó anteriormente. El ensayo de ligación se realizó en una 

proporción 1:5 (vector: inserto) con la siguiente mezcla de reacción: 50 ng de 

plásmido digerido y purificado,  X ng del inserto según sea el caso, proveniente del 

plásmido pJet1.2/blunt digerido y purificado, 100 U de la enzima T4 ADN ligasa 

(Invitrogen), 3 µl de amortiguador 5X (Invitrogen) y se aforó a un volumen final de 15 

µl con agua estéril.  La mezcla se incubó a 16°C durante 16 horas. Como control 

negativo se utilizó la misma mezcla de ligación pero sin el inserto. La mezcla de 

reacción se utilizó para transformar bacterias DH5α competentes y a las colonias 

bacterianas candidatas se les realizó la extracción de plásmidos, los cuales fueron 

analizados por digestión con las enzimas correspondientes. 

 

6.11 Preparación de bacterias competentes 

A partir de una colonia de bacterias Escherichia coli  DH5α (cepa que carece de 

endonucleasas y resulta útil para expandir plásmidos) se inoculó un cultivo en 5 ml 

de medio LB, y se incubó a 37°C con agitación vigorosa, durante la noche.  Al día 

siguiente, se inocularon 400 μl del cultivo inicial en 40 ml de medio LB  y se incubó a 

37°C con agitación moderada hasta que las células alcanzaran una densidad óptica 

de 0.5, a una longitud de onda de 600 nm. El cultivo se colectó en tubos cónicos de 

50 ml y se centrifugó a 1,700 x g a 4°C durante 5 min, la pastilla fue resuspendida en 

20 ml de amortiguador 1 frío (30 mM KOAc, 100 mM RbCl2, 10 mM CaCl2, 50 mM 

MnCl2, pH 5.8) y se incubó durante 5 min a 4°C.  Terminado este tiempo la muestra 

se centrifugó nuevamente a 1,700 x g a 4°C durante 5 min, la pastilla fue 

resuspendida en 2 ml de amortiguador 2 frío (10mM MOPS/KOH pH 6.5, 75 mM 
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CaCl2, 10 mM RbCl2, glicerol al 15%), se hicieron alícuotas y se almacenaron a -70°C 

hasta su uso. 

La preparación de bacterias competentes E. coli BL21 pLys-S (usada para obtener 

grandes cantidades de proteína recombinante debido a que carece de proteasas) fue 

similar al procedimiento descrito anteriormente, excepto que las colonias se 

cultivaron en medio LB adicionado con cloranfenicol a una concentración de 34 

μg/ml. 

 

6.12 Transformación de células competentes 

Para introducir los plásmidos deseados en las bacterias E. coli, se colocaron 200 μl 

de células competentes frescas y se agregaron 20 ng del plásmido, la mezcla se 

incubó durante 30 min a 4°C y posteriormente se dio un choque térmico durante 90 s 

a 42°C, seguido por una incubación de 3 min a 4°C. Al término de este tiempo se 

adicionaron 450 μl de medio LB y se incubó durante 1 h a 37°C con agitación 

vigorosa. Después de esta incubación, las células recién transformadas fueron 

espatuladas en cajas Petri que contenían medio LB/agar adicionado con ampicilina a 

(100 μg/ml) para las células DH5α, o bien con ampicilina y cloramfenicol (100 μg/ml y 

34 μg/ml, respectivamente) en el caso de BL21 pLys-S.  Finalmente estos cultivos se 

incubaron durante toda la noche a 37°C {Fox, 1957 #569}. 

 

 

6.13 Conservación de bacterias transformadas 

Una colonia de bacterias transformadas se cultivó en 5 ml de medio LB durante toda 

la noche, a 37°C con agitación vigorosa.  Al día siguiente, el contenido de cada tubo 

se empastilló mediante centrifugación a 12,000 x g durante un minuto. El 

sobrenadante se decantó y la pastilla fue resuspendida en un volumen de 500 µl de 

glicerol diluido al 25% en medio LB en donde se adicionó ampicilina a una 

concentración final de 100 µg/ml.  Posteriormente, la muestra se incubó a 4°C 

durante 10 minutos para que el glicerol pudiera penetrar bien a las células, terminado 

este tiempo las bacterias se almacenaron a -70°C hasta su uso. 

En el caso de las bacterias de la cepa pLys-S transformadas, se adicionó 

cloranfenicol a una concentración de 34 μg/ml. 
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6.14 Purificación de plásmidos 

Para realizar la extracción de plásmidos de las bacterias transformadas se utilizó el 

kit “QIAGEN Plasmid Purification” (QIAGEN). Las colonias resultantes de cada 

transformación se crecieron en 5 ml de medio LB y los respectivos antibióticos como 

se mencionó anteriormente durante toda la noche, a 37°C con agitación constante 

(200 rpm). Los cultivos iniciales fueron diluidos 1:500 en 500 ml de medio LB con 

antibiótico y se incubaron a 37°C por 12-16 h en agitación constante (150 rpm). A 

continuación, las bacterias se cosecharon por centrifugación a 6,000 x g, durante 15 

min a 4°C y el sobrenadante se decantó.  La pastilla fue resuspendida en 4 ml de 

amortiguador “P1”, posteriormente se le adicionaron 4 ml de amortiguador “P2”,  se 

mezcló por inversión de 4 a 6 veces y se incubó a 4°C durante 15 min.  La mezcla 

fue centrifugada a 20,000 x g durante 30 min a 4°C,  se colectó el sobrenadante y se 

filtró para eliminar los detritus celulares no deseados. Al mismo tiempo, una columna 

QIAGEN-tip 100 fue equilibrada agregando 4 ml de amortiguador QBT y permitiendo 

que la columna se vaciara por la fuerza de gravedad. Una vez equilibrada la 

columna, se agregó el sobrenadante filtrado y se permitió su entrada a la resina 

mediante fuerza de gravedad. La columna se lavó con dos volúmenes de 10 ml de 

amortiguador QC y el ADN plasmídico fue eluido con 5 mL del amortiguador QF 

precalentado a 65°C. El ADN obtenido se precipitó adicionando 3.5 ml de isopropanol 

y se centrifugó a 2,500 x g durante 1.5 horas a 4°C.  Al término de este tiempo, el 

sobrenadante se decantó cuidadosamente y la pastilla con el ADN se lavó con 2 ml 

de etanol al 70%, centrifugando a 2,500 x g durante 10 min. La pastilla se secó al aire 

durante 5-10 min o hasta que se evaporó completamente el etanol.  Finalmente el 

ADN seco, fue resuspendido en un volumen apropiado de agua inyectable y se 

guardó a -20°C hasta su uso. 

 

6.15 Secuenciación de las construcciones generadas 

Para confirmar la ausencia de mutaciones en la secuencia de los genes Ehvps2 y 

Ehvps20, EhVps20(1-173) y Ehvps24 y para asegurarnos que se encontraban en el 

marco de lectura adecuado, se realizó la secuenciación nucleotídica de manera 

automatizada. Para estas secuenciaciones se utilizaron los oligonucleótidos 

iniciadores en sentido 5’- o en antisentido 3’ que vienen detallados en el manual del 

usuario para el sistema pGEX (Amershan Biosciences).  
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6.16 Expresión de las proteínas recombinantes GST-EhVps2, GST-EhVps20 

GST-EhVps20(1-173), GST-EhVps32(1-165) y GST-EhVps24 

Los genes que codifican para las proteínas estudiadas en este proyecto fueron 

clonados en el vector de expresión pGEX-6P-1, el cual se encuentra bajo el control 

del promotor Tac, que es inducido por el isopropil-β-D-tio-galactósido (IPTG). Este 

vector presenta el gen lacIq cuyo producto es una proteína represora que se une a la 

región del operador tac previniendo la expresión hasta la inducción por IPTG, 

manteniendo así un control riguroso sobre la expresión del inserto {Eron, 1971 #604}.   

Las construcciones pGEX-6P-1-EhVps2, pGEX-6P-1-EhVps20, pGEX-6P-1-

Ehvps20(1-173), pGEX-6P-1-EhVps24 y pGEX-6P-Ehvps32(1-165) fueron 

transformadas en E. coli BL21 pLys-S.  La inducción se realizó de acuerdo al manual 

del sistema pGEX (Amershan Biosciences) de la siguiente manera: una colonia de la 

cepa transformada se inoculó en 5 ml de medio LB adicionado con ampicilina (100 

μg/ml) y cloranfenicol (34 μg/ml), las bacterias se crecieron en una incubadora con 

agitación orbital (Lab-LineR Incubator-Shaker) a 37°C y 200 rpm.  El cultivo se dejó 

crecer hasta alcanzar una densidad óptica de 0.8 a 600 nm de longitud de onda y 

entonces se llevó a cabo la inducción de la proteína recombinante mediante la 

adición de 0.1 mM de IPTG e incubándose a 16°C durante toda la noche. Un ml de 

cada cultivo se centrifugó a 12,000 x g durante 1 min y las pastillas se 

resuspendieron con 100 μl de amortiguador de muestra 5X (Tris-HCl 0.5 M pH 6.8, 

glicerol 26%, SDS 10%, azul de bromofenol 0.05% y 5 μl de β-mercaptoetanol).  Las 

muestras se analizaron por medio de electroforesis en geles de poliacrilamida en 

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) al 10 ó 12%. 

 

6.17 Análisis de la solubilidad de las proteínas recombinantes 

Para el análisis de la solubilidad de las proteínas recombinantes generadas, la 

biomasa de 100 ml de cultivo bacteriano donde se indujo la expresión de las 

proteínas recombinantes, se resuspendió en 2.5 ml de amortiguador de lisis (NaCl 

300 mM, Tris-HCl pH 7.5 50 mM y EDTA 1 mM) y se sonicó en frío utilizando un 

sonicador ultrasónico de punta Vibra-Cell SonicsR por 10 ciclos de 30 segundos cada 

uno. El lisado celular se centrifugó a 12,000 x g para separar la fracción soluble y la 

insoluble. Cada fracción se diluyó en amortiguador de muestra 5X, se hirvió por 5 min 

y se analizó por corrimiento electroforético para identificar la fracción en la cual se 

localizaban las proteínas recombinantes. 
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6.18 Purificación de las proteínas recombinantes  

La purificación de las proteínas recombinantes se realizó de acuerdo al manual de 

acoplamiento y purificación de proteínas fusionadas a GST (Amersham Bioscences). 

Para ello, 1 ml de la resina correspondiente Glutatión-Sefarosa “4 fast flow” se 

equilibró con 5 volúmenes de amortiguador PBS 1X frío y se centrifugó durante 1 min 

a 10,000 x g después de cada lavado. La purificación fue realizada siguiendo el 

protocolo “en batch”, en donde la resina correspondiente se incubó con los extractos 

proteicos de bacterias a 4°C con agitación constante durante 16 h y posteriormente 

se centrifugó a 10,000 x g durante 7 min a 4°C. La resina unida a la proteína 

recombinante fue lavada con 10 volúmenes de PBS 1X frío, centrifugando a 700 x g 

durante 1 min después de cada lavado.  Las proteínas recombinantes fueron eluidas 

utilizando 500 μl de amortiguador de elución (50 mM Tris-HCl; 10mM glutatión 

reducido, pH 8.0) e incubando durante 30 min a 4°C en agitación constante.  

Posteriormente la muestra se centrifugó a 700 x g durante 1 min y se recuperó el 

sobrenadante en un tubo nuevo.  Adicionalmente se realizaron tres eluciones más, 

siguiendo el mismo esquema. Las proteínas recombinantes fueron cuantificadas 

mediante el método de Lowry (Lowry et al., 1951). Finalmente, se tomó una alícuota 

de cada fracción de elución para su análisis mediante SDS-PAGE y por Western-blot.   

 

6.19 Corte de la etiqueta de GST 

Para determinar la función de cada una de las proteínas en el proceso de 

remodelación de membrana, fue necesario eliminar la etiqueta de GST de cada una 

de las proteínas recombinantes. 

Para ello, las proteínas GST-EhVps2, GST-EhVps20, GST-EhVps20(1-173), GST-

EhVps24 y GST-EhVps32(1-165) fueron dializadas en el amortiguador para la 

enzima Precission Protease (GE Healthcare) (50 mM Tris-Cl, 150 mM NaCl, 1mM 

EDTA, 1mM DTT, pH 7.5) y la proteína GST-Ehvps32 se dializó en el amortiguador 

para la enzima Factor Xa (GE Healthcare) (50 mM Tris-Cl, 150 mM NaCl, 1mM 

CaCl2, pH 7.5) durante 24 h realizando dos recambios del amortiguador durante este 

tiempo. Posteriormente, se  utilizaron 160 U de Precission Protease u 80 U de factor 

Xa según fuera el caso, dejando la reacción durante 4 h a TA. Finalizado este tiempo, 

la proteína recombinante sin etiqueta fue purificada al pasar la mezcla de reacción 

por la columna de GST 4B (GE Healthcare). 
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6.20 Obtención de anticuerpos policlonales  

Para obtener anticuerpos policlonales mono-específicos que reconozcan a la 

proteína EhVps32 (purificada durante la maestría),  se utilizaron 5 ratones machos de 

la cepa Balb/cJ de 4-6 semanas de edad y se inmunizó con 50 mg de la proteína 

recombinante emulsificada en un volumen igual de adyuvante Titer-Max Classic 

(Sigma). El volumen total de la mezcla se repartió en ambas piernas (vía muscular) y 

en la espalda (vía subcutánea) de cada animal. Previo al primer reto se obtuvo una 

muestra de sangre de cada animal para obtener el suero preinmune, el cual se utilizó 

como control negativo. Los animales se inmunizaron dos veces más utilizando la 

mitad de la concentración inicial del antígeno, con un intervalo de 20 días entre cada 

reto. La sangre se obtuvo 20 días después de cada reto y las muestras se incubaron 

a 37°C durante una hora para facilitar la separación del suero. Posterior a la 

incubación, la sangre se centrifugó a 2,000 x g durante 30 min para recuperar el 

suero, el cual se separó en alícuotas que se almacenaron a -20°C hasta su uso.  El 

análisis de la especificidad y la titulación de los anticuerpos policlonales generados, 

se realizó mediante ensayos tipo Western-blot. 

Los anticuerpos dirigidos contra la proteínas EhVps24 y EhVps20 fueron producidos 

en conejos Nueva Zelanda machos de aproximadamente medio Kg de peso, en 

donde se inmunizaron 100 μg de la proteína recombinante emulsificada en un 

volumen igual de adyuvante Titer-Max Classic (Sigma) y siguiendo el mismo 

esquema de inmunización que para los ratones. 

Finalmente, la proteína recombinante EhVps2 fue inmunizada en ratas Wistar macho 

de 6 semanas de edad a una concentración de 60 µg emulsificada 1:1 con el 

adyuvante Titer-Max Classic (Sigma) y siguiendo el esquema descrito anteriormente. 

 

6.21 Extracción de proteínas totales de E. histolytica  

Para la extracción de proteínas totales, los trofozoítos se cosecharon cuando 

alcanzaron su fase logarítmica como se describió anteriormente. Posteriormente la 

pastilla fue resuspendida en p-hidroximercuribenzoato (PHMB); 1 ml por cada 15 x 

106 de trofozoítos, en presencia de 20.5 µl de una mezcla de inhibidores de 

proteasas (PMSF 100 mM; Benzamidina 100 mM; Aprotinina 10 mg/ml; Pepstatina 1 

mg/ml; leupeptina 10 mg/ml y E-64 1 mg/ml) por cada 500 μl de volumen final.  La 

lisis celular se llevó a cabo congelando la muestra en nitrógeno líquido y 

descongelándola con agitaciones vigorosas en el vortex y realizando pases 
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consecutivos en hielo.  Posteriormente, se cuantificaron las proteínas por el método 

de Bradford (Bradford, 1976) y los extractos amibianos se almacenaron en alícuotas 

a -70°C, hasta por un mes. 

 

6.22 Electroforesis de proteínas en SDS-PAGE 

Los extractos proteicos bacterianos y amibianos se analizaron en SDS-PAGE al 8 y 

12% y la electroforesis se llevó a cabo a 70 V. Para determinar el peso molecular de 

las proteínas de interés, se utilizaron marcadores de peso molecular conocidos y 

preteñidos (Bio-Rad Dual Color). 

Los geles fueron teñidos con solución de Coomassie (azul de Coomassie R-250 al 

0.05%; metanol al 5% y ácido acético al 10%) durante 15 min. Posteriormente, los 

geles se destiñeron con una solución de metanol al 5% y ácido acético al 7%, 

haciendo varios cambios de esta solución hasta que se visualizaran las bandas de 

proteínas. Finalmente, los geles se secaron en un secador de geles (Bio-Rad) 

durante dos horas. 

 

6.23 Ensayo de Western-blot 

Los geles conteniendo las proteínas separadas por electroforesis se equilibraron en 

solución de transferencia (Tris 9 M; Glicina 1 M y metanol 20%). Posteriormente se 

armó la unidad de trasferencia tipo “sándwich” de la siguiente manera: base negra, 

esponja, papel filtro, gel, membrana de nitrocelulosa, papel filtro, esponja y base 

blanca, el folder se cerró y la parte negra se colocó hacia el ánodo, dejando de esta 

manera, la membrana de nitrocelulosa orientada hacia el cátodo. El folder se colocó 

en una cámara de electrotransferencia (Mini Trans-Blot®, Bio-Rad) que se llenó con 

solución de transferencia fría y se colocó en un baño de hielo. La transferencia se 

realizó a 400 mA, durante 75 min. Transcurrido este tiempo, los componentes de la 

cámara se desmontaron y la membrana se tiñó con solución de rojo de Ponceau (rojo 

de Ponceau 0.1% v/v y ácido acético 1% v/v), para verificar la correcta transferencia 

de las proteínas desde el gel hacia la membrana. La membrana fue desteñida 

rápidamente con solución de transferencia y se incubó con la solución bloqueadora 

(albúmina 1%; leche baja en grasas 3%; tritón-X100 0.05%, suero fetal bovino 2% y 

azida de sodio 0.02%), durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, las membranas 

que contenían extractos bacterianos se incubaron con diferentes anticuerpos 

disueltos en solución bloqueadora durante 3 h a TA. A continuación, se realizaron 10 
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lavados con PBS-Tween al 0.1% durante 5 min cada uno y las membranas se 

incubaron con los anticuerpos secundarios correspondientes acoplados a la enzima 

peroxidasa de rábano picante (HRP por sus siglas en inglés Horseradish peroxidse) 

diluidos 1:2000 en PBS-Tween 0.1%  y leche al 3% durante 1 hora a TA. Después de 

tres lavados con PBS-Tween 0.1%, dos lavados con PBS 20mM, un lavado con PBS 

50 mM, de 5 min cada uno, la unión antígeno-anticuerpo en el caso de las proteínas 

recombinantes obtenidas de extractos bacterianos, se reveló con la adición de 

solución reveladora de 4-Cl-Naftol (PBS 50mM, H2O2 30%, 4-Cl-Naftol) y se mezcló 

hasta observar la aparición de bandas, para detener la reacción se utilizó agua 

destilada. 

Para analizar la unión antígeno-anticuerpo en el caso de extractos proteicos de 

trofozoítos se utilizó la técnica de quimioluminiscencia. Para ello, se realizaron los 

lavados como se detalló anteriormente omitiendo los lavados con PBS 20 y 50 mM y 

se utilizó el kit ECLTM Prime Western blotting detection reagent (GE-Healthcare) para 

revelar las proteínas inmunodetectadas en el equipo MicroChemi 4.2 (DNR bio-

imaging Systems). 

 

6.24 Obtención de eritrocitos humanos 

Eritrocitos humanos de tipo O+ se aislaron a partir de 3 ml de sangre periférica 

obtenida por punción venosa, a los cuales se le agregaron 3 ml de solución Alsever 

(0.275 g de ácido cítrico, 4 g de citrato de sodio, 2.1 g de cloruro de sodio, 10.25 g de 

dextrosa, pH 6.1) utilizado como anticoagulante. La sangre fue centrifugada a 2,000 x 

g durante 10 min y la pastilla se lavó tres veces con la solución Alsever. Los 

eritrocitos obtenidos fueron resuspendidos en medio TYI sin suero quedando a una 

concentración final de 1x108 cel/ml. En caso de usarse inmediatamente se incubaron 

a 37°C o bien, fueron guardados a 4°C hasta por un mes. 

 

6.25 Ensayos de inmunofluorescencia 

1 X 106 trofozoítos de E. histolytica se cosecharon en frío y se resuspendieron en 12 

ml de medio TYI sin suero, 2 ml de la suspensión celular se colocó en placas de 

cultivo que contenían un cubreobjetos estéril y se incubó a 37°C durante 3 h para 

permitir la adhesión de los trofozoítos al vidrio.  Para los ensayos de eritrofagocitosis, 

se añadieron 500 μl de eritrocitos (a una concentración de 1 x 108) y ambas células 

se incubaron durante 5, 10, 15, 30, 45 y 60 min, a 37°C. Las preparaciones se 
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lavaron rápidamente con PBS frío para eliminar los eritrocitos no fagocitados. 

Posteriormente, la preparación se fijó con paraformaldehido al 4% a 37°C durante 30 

min, se lavó 4 veces con PBS y se permeabilizó con tritón X-100 al 0.2% durante 7 

min.  Después de un lavado con PBS estéril, las muestras se bloquearon con 100 μl 

de suero fetal bovino al 10%, durante 1 h a TA.  En el caso de ensayos de 

colocalización con Lysotracker, previo a la fagocitosis, los trofozoítos fueron 

incubados con 2 µM de Lysotracker red (Molecular probes) durante toda la noche. 

Este compuesto permite marcar organelos de naturaleza ácida. 

A continuación, se incubó el anticuerpo primario policlonal o el suero pre-inmune 

durante 1 h a 37°C. Después de tres lavados con PBS 1X, se incubó con el 

anticuerpo secundario (en caso de ser necesario) acoplado a un fluorocromo (FITC o 

TRITC) durante 40 min a 37°C y nuevamente se realizaron tres lavados con PBS. 

Para teñir los núcleos las muestras se incubaron con DAPI (diclorhidrato de 4’,6-

diamidino-2-fenilindol) a una concentración de 0.25 mg/ml durante 5 min a 

temperatura ambiente, seguido por cuatro lavados con PBS para eliminar el exceso 

de DAPI.  El montaje de las muestras se realizó con “Vectashield” (Vector Lab) para 

preservar la fluorescencia. Finalmente las muestras se colocaron sobre portaobjetos 

y se sellaron con barniz alrededor de cada cubreobjeto. Las  preparaciones se 

almacenaron a  -20°C hasta que fueron analizadas.   

Para examinar las muestras se utilizó un microscopio Carl Zeiss LSM 700 Imager.Z2 

donde secciones ópticas de grosor variable fueron documentadas para analizarlas 

utilizando el software proporcionado por el fabricante (ZEN 2009 Light Edition de 

Zeiss). 

 

6.26 Microscopia electrónica de transmisión. 

Muestras de trofozoítos transfectados con el vector pNEO o pNEO-EhVps32-HA 

fueron fijadas con glutaraldehído al 2.5% (v/v) diluido en un amortiguador de 

cacodilato de sodio 0.1 M pH 7.2. Después, las muestras se post-fijaron durante 60 

min con tetraóxido de sodio 1% (p/v) en el mismo amortiguador usado en la fijación. 

Posteriormente, se realizó la deshidratación utilizando concentraciones crecientes de 

etanol y óxido de propileno y las muestras fueron embebidas en resinas epóxicas 

Polybed y polimerizadas a 60°C durante 24 horas. Finalmente secciones delgadas de 

aproximadamente 60 nm fueron contrastadas con acetato de uranilo y citrato de 
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plomo, las muestras se examinaron en un microscopio electrónico de transmisión 

Joel JEM-1011. 

En el caso de los experimentos con marcaje de oro coloidal, los trofozoítos se fijaron 

con PFA al 4% y glutaraldehído al 0.5% en PBS durante 1 h a TA. Las muestras se 

embebieron en resina LR White (London Resin Co) y se polimerizaron en UV a 4°C 

durante toda la noche. Finalmente, se obtuvieron secciones delgadas que fueron 

montadas en rejillas de níquel recubiertas con formvar (Agar Scientific). Una vez 

montadas las muestras se adicionó el anticuerpo policlonal correspondiente y se 

incubó durante toda la noche a TA, a continuación se incubó el anticuerpo secundario 

acoplado a partículas de oro coloidal de 20 nm  (Ted Pella Inc) durante toda la noche 

a TA.  Las muestras se analizaron el microscopio de transmisión electrónica Joel 

JEM-1011. 

 

6.27 Tinción negativa 

Cinco mililitros de proteína recombinante purificada a una concentración de 1 mg/ml 

fueron colocados con una pipeta en la superficie de una rejilla de níquel cubierta con 

formvar. Después de 5 min, el exceso fue removido con papel filtro y se hizo la 

tinción con acetato de uranilo al 2.5%. Las rejillas fueron colocadas al aire para 

secarse completamente y después se sometieron a un baño con carbono. Las 

muestras se analizaron el microscopio de transmisión electrónica Joel JEM-1011. 

 

6.28 Microscopía electrónica de barrido 

Muestras fijadas con glutaraldehído al 2.5% fueron deshidratadas con 

concentraciones crecientes de etanol y secadas al punto crítico con CO2  dentro de 

un aparato Samdri-795. Después, la muestra se recubrió con oro en un dispositivo de 

pulverización de iones (Jeol-JFC-1100). Las muestras se examinaron en el 

microscopio de barrido Jeol JSM-7100F. 

 

6.29 Generación de Vesículas Unilamelares Gigantes (GUVs) 

Los liposomas son estructuras en las que las moléculas de lípidos se encuentran 

dispuestas en una bicapa lipídica esférica. Estas estructuras representan un buen 

modelo de membrana utilizado para analizar las interacciones lípido-proteína y 

proveen una información más viable comparado con las micelas (Zhao y 

Lappalainen, 2012). Entre los liposomas se encuentran las vesículas multilamelares y 
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unilamelares. Las GUVs son agregados de gran tamaño compuestas por una bicapa 

lipídica única y esférica, lo cual nos permite estudiar aspectos físicos de las 

membranas biológicas a través de técnicas de microscopía.  Además, el tamaño y el 

radio de curvatura de estas vesículas son muy similares al de las células, razón por 

la cual estos sistemas son considerados ideales para el estudio de interacciones 

lípido-lípido, lípido-proteína y lípido-ADN (Percot y Lafleur, 2001; Sanchez y Gratton, 

2005). 

Uno de los métodos para obtener GUVs es la electroformación, el cual nos permite 

obtener poblaciones de vesículas relativamente homogéneas en tamaño (entre 30 y 

60 µm de diámetro), con alto porcentaje de vesículas unilamelares (~95%), a 

diferencia de otros métodos que sólo nos permite alcanzar un poco más de 20% de 

vesículas unilamelares (Angelova y Dimitrov, 1986). La técnica se basa en colocar 

una mezcla de lípidos entre dos alambres de platino o en una superficie de vidrio 

recubierta con óxido de indio y estaño. La película de lípidos se seca en presencia de 

un campo eléctrico que hace vibrar el alambre con la película de lípidos, a una 

frecuencia y amplitud predeterminadas, permitiendo así la formación de vesículas al 

hidratar la película seca de lípidos. Dicho procedimiento debe realizarse a una 

temperatura superior a la de transición de fase del lípido (o mezcla de ellos), ya que 

si se realizara a una temperatura menor, la alta viscosidad de la membrana rígida 

evitaría la formación de las vesículas (Angelova y Dimitrov, 1986; Zhao y 

Lappalainen, 2012). 

Para preparar las GUVs, se colocaron diferentes mezclas de lípidos 

A) 62 mol% de POPC (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina), 10 mol% de 

POPS (1,2-palmitoil-oleoil-sn-glicero-3-fosfoserina), 3 mol% de PtIns(3)P y 0.1 

mol% de TexasRed-PE (1,2-palmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-

(lissamina TexasRed sulfonil) (Wollert et al., 2009)  

B) Sólo DOPG (1,2-Dioleoyl-sn-glicero-3-fosfoglicerol) 

C) Sólo DOPC (1,2-Dioleoyl-sn-glicero-3-fosfocolina) 

D) 65 mol% esfingomielina, 25 mol% colesterol, 10 mol% DOPG y 0.1 mol% DiI-

PE (GUVs líquido-ordenadas) 

en un vidrio cubierto con óxido de indio y estaño, el exceso de solvente, que en este 

caso era cloroformo, fue evaporado en un desecador conectado al vacío durante 2 h 

a temperatura ambiente. A continuación, se realizó el montaje del sistema colocando 

dos vidrios separados por un espaciador en donde se colocó una solución de 
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sacarosa 600 mM y se aplicó un campo eléctrico de aproximadamente 2.5 V (10 Hz). 

La duración total de la aplicación del campo eléctrico fue de 2 h a TA. Después de 

enfriar, las GUVs fueron recolectadas y utilizadas inmediatamente para los ensayos 

de reconstrucción de la maquinaria ESCRT-III in vitro. 

 

6.30 Marcaje de proteínas recombinantes EhVps20, EhVps20 (1-173), EhVps32 y 

EhVps32 (1-165) con Alexa 488 

Con la finalidad de analizar el mecanismo por el cual funciona la maquinaria, se 

procedió al marcaje fluorescente de las proteínas recombinantes de tal manera que 

pudiéramos visualizar cuáles proteínas se encontraban en contacto directo con los 

lípidos en el modelo de GUVs y delimitar la proteína que desencadena el inicio de la 

polimerización de la maquinaria ESCRT-III. 

El marcaje de proteínas se realizó utilizando Alexa Fluor 488 Succinimidil Ester 

(Molecular Probes) que a través del grupo éster succinimidil se une a aminas 

primarias localizadas en la proteína. Para ello, la proteína purificada fue diluida a una 

concentración final de 2 mg/ml y posteriormente dializada en amortiguador de 

bicarbonado de sodio 0.2 M, pH 8.3, después se incubó junto con el fluorocromo 

durante 4 h a 4°C protegiendo de la luz en todo momento a la reacción. La 

purificación de la proteína marcada fue llevada a cabo mediante cromatografía de 

exclusión de tamaño molecular utilizando una columna HiLoad 16/60 Superdex (GE 

healthcare) en un aparato ÄKTApurifier (GE Healthcare). 

 

6.31 Análisis funcional de ESCRT-III en GUVs 

Una cámara de observación de 200 µl (cámara Lab-Tek #1.0 borosilicio) fue 

recubierta con 1 mg/ml de BSA  para evitar la distorsión de las GUV’s cuando toquen 

el fondo de la cámara la cual se llenó con amortiguador (Tris-HCl 50 mM pH 7.4, 

NaCl 300 mM). A continuación, 100 µl de GUV’s fueron mezcladas con el 

amortiguador de la cámara y se incubó durante 5 min.  El amortiguador y todas las 

proteínas recombinantes poseían la misma osmolaridad que la solución de las GUVs. 

Posteriormente se agregó EhVps20 (completa) o EhVps20(1-173) para tener una 

concentración final de 125 nM.  La solución se mezcló suavemente y 5 min después 

de incubarla a TA, se agregaron cada 5 min y en ese orden las proteínas EhVps32, 

EhVps24 y EhVps2 (a una concentración final de 300 nM, 100 nM y 100 nM, 

respectivamente). Para visualizar la formación de ILVs, la membrana de las GUVs 
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fue marcada con un lípido acoplado a TexasRed. Como control negativo se 

realizaron los ensayos empleando únicamente el amortiguador en el cual estaban 

disueltas las proteínas. Las muestras fueron analizadas mediante microscopía 

confocal. 

 

6.32 Sobre-expresión de la proteína EhVps32 

Con el objetivo de sobre-expresar a la proteína EhVps32, se realizó una transfección 

del vector pNEO-EhVps32-HA (obtenido durante el proyecto de Maestría) en 

trofozoítos de E. histolytica. Para esto, un inóculo de 3 x 105 amibas se cultivaron en 

palcas de cultivo de seis pozos durante toda la noche y con una presión parcial al 5% 

de CO2, al día siguiente, las amibas se lavaron con 5 ml de medio M199 (Sigma) 

precalentado y se cultivaron con 1.8 ml de medio M199 suplementado con 15% de 

suero bovino adulto (Microlab). Posteriormente se añadió lentamente la mezcla de 

transfección (20 μg del plásmido, 100 μl de medio M199 precalentado y 20 μl de 

Superfect [Qiagen]) que se incubaron 10 min a TA) y las amibas se colocaron en una 

incubadora con 5% de CO2 durante 3 h a 37°C. Después, las amibas se enfriaron y 

se transfirieron a un tubo con 10 ml de medio LB precalentado y se colocaron a 37°C 

en una incubadora sin CO2. Doce horas después de realizada la transfección se 

realizaron los ensayos correspondientes de microscopías electrónicas y 

eritrofagocitosis. 

 

6.33 Silenciamiento de la proteína EhVps32 

Para silenciar la proteína EhVps32, las primeras 431 pares de bases del extremo 

5´del gen Ehvps32 fueron amplificadas mediante PCR y clonadas en el vector 

pJET1.2/blunt. Después, el fragmento se subclonó en el vector pSAP/Gunma rio 

abajo del segmento 5´ del gen EhAp-A (Mirelman et al., 2006), empleando los sitios 

de restricción 5´StuI y 3´SacI con los oligonucleótidos descritos en la tabla 1. 

Trofozoítos de la clona G3 fueron transfectados con la construcción 

pSAP2/GunmaEhVps32-431, utilizando el método descrito anteriormente. Los 

ensayos fueron realizados 12 h posteriores a la transfección. 

 

6.34 Ensayos de eritrofagocitosis 

Para medir la capacidad de ingesta de eritrocitos de las clonas generadas, los 

trofozoítos transfectados fueron incubados con eritrocitos humanos (relación 1:25) 
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durante 2, 5 y 30 min a 37°C. Posteriormente, los trofozoítos fueron lisados y la 

concentración de  hemoglobina fue cuantificada por espectrofotometría a una DO de 

400 nm. En paralelo, muestras de todos los tiempos de interacción fueron teñidas 

con 2 mg/ml de 3,3´-diaminobencidina (Sigma) y visualizadas mediante microscopía 

de luz. 
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7. RESULTADOS 

 

7.1 Análisis in sílico de los miembros de la maquinaria ESCRT-III en Entamoeba 

histolytica. 

 

El objetivo general de este proyecto fue la caracterización de la maquinaria ESCRT-

III en el parásito protozoario E. histolytica así como su participación en el proceso 

fagocítico de este microorganismo. Los miembros putativos de la maquinaría ESCRT 

en E. histolytica fueron descritos en el 2010 por López-Reyes y colaboradores 

quienes encontraron el transcrito de al menos 15 miembros de esta maquinaria 

(López-Reyes et al., 2010). En relación al complejo ESCRT-III, López-Reyes 

identificó a las proteínas EhVps2, EhVps32 y EhVps24. Sin embargo, debido a que 

no se contaba aún con un adecuado refinamiento en la secuenciación del genoma de 

E. histolytica, encontró varios genes candidatos para la proteína EhVps20. 

Al momento de realizar este trabajo de doctorado, el genoma amibiano ya se 

encontraba más depurado, lo cual nos permitió identificar el homólogo amibiano de 

Vps20. La búsqueda del homólogo fue realizada por dominio, introduciendo el 

dominio SNF7, presente en todos los miembros de la maquinaria ESCRT-III (Winter y 

Hauser, 2006), en el motor de búsqueda de la base de datos de amibas 

(http://www.amoebadb.org). Esta búsqueda arrojó 4 proteínas putativas, las 3 

descritas previamente y EhVps20. Los valores de homología, similitud y valor de e se 

muestran en la Tabla 2. 

Los resultados obtenidos demuestran que las proteínas presentan mayor similitud en 

su secuencia de aminoácidos a las que posee la levadura S. cerevisiae (45%) en 

comparación con las presentes en H. sapiens (36%). Como podemos observar, los 

valores de Identidad son bajos en comparación con otras proteínas homólogas que 

se encuentran en la amiba (23% en ambos casos), aún así los porcentajes de 

similitud y valor de e parecen ser suficientes para clasificar a estas proteínas como 

miembros de la maquinaria ESCRT-III.  

 

 

 

 

 

http://www.amoebadb.org/
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Tabla 2: Comparación de la maquinaria ESCRT-III de E. histolytica, S. cerevisiae y 

H. sapiens 

 

Entamoeba  
histolytica 

Saccharomyces cerevisiae        Homo Sapiens  

Proteína putativa Proteína Valor e S (%) I (%) Proteína Valor e  S (%) I (%) 

EhVps2 Vps2 2e - 05 50 29 CHMP2A 8,9e - 24 55 29 

  - - - - CHMP2B 7,9e -16 48 25 

EhVps20 Vps20 0,008 45 23 CHMP6 9e -08 36 23 

EhVps24 Vps24 2,2e -
05 

48 22 CHMP3 0,07 19 25 

EhVps32 Vps32 2,5e -
12 

48 25 CHMP4A 0,0012 48 24 

  - - - - CHMP4B 9,6e - 07 43 20 

  - - - - CHMP4C 1,4e - 06 43 20 

 

S = similitud 

I = identidad 
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7.2 Estructura de las proteínas ESCRT-III. 

Además de la presencia del dominio SNF7 en todos los miembros de la maquinaria 

ESCRT-III, otra característica compartida por estas proteínas es la presencia de al 

menos 5 hélices α en su estructura secundaria, lo cual favorece la formación de 

dominios coiled-coil necesarios para la unión hacia lípidos y otras proteínas (Muziol 

et al., 2006; Shen et al., 2014). Para verificar si los miembros de la maquinaria 

ESCRT-III del parásito E. histolytica conservan estas estructuras, la secuencia de 

aminoácidos de cada proteína fue analizada mediante el servidor Phyre2 

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index), el cual utiliza proteínas 

cristalizadas previamente como molde para predecir la estructura secundaria y 3D de 

las proteínas analizadas. 

En todos los casos, los resultados mostraron la presencia de las 5 α-hélices, así 

como del k-linker, una región altamente hidrófoba que funciona como bisagra para 

generar las formas activas y autoinhibidas de estas proteínas (Fig. 6, panel A). A 

partir de esta información, el programa Phyre 2 generó los posibles modelos 

tridimensionales para cada proteína (Fig. 6, paneles B, C, D y E). A simple vista 

observamos que, al igual que EhVps32 (López-Reyes et al., 2011), las proteínas de 

amiba son más similares a las de humano que a las de la levadura S. cerevisiae (Fig. 

6, paneles B, C, D y E).  

 

7.3 Clonación de EhVps2, EhVps20, EhVps20 (1-173) y  EhVps24 

 

7.3.1 Clonación en pJET1.2/blunt 

Para llevar a cabo la clonación de las proteínas del ESCRT-III en el vector de 

expresión, utilizamos previamente el vector de transición denominado pJET1.2/blunt, 

el cual permite la clonación directa de productos de PCR a partir de los extremos 

romos dejados por la polimerasa de alta fidelidad durante la reacción de PCR.  Para 

lograr este objetivo se diseñaron y sintetizaron oligonucléotidos en sentido y en 

antisentido que amplificaran específicamente el gen que codifica cada una de las 

proteínas estudiadas (Tabla 1). Estos oligonucleótidos se emplearon para amplificar 

el gen que codifica para cada proteína a partir de ADN genómico con el objetivo de 

evaluar si los genes se encontraban presentes y si poseían el tamaño reportado en 

las bases de datos.  

 

http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index
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Figura 6.  Predicción estructural de las proteínas del complejo ESCRT-III. La 

secuencia de aminoácidos de las diferentes proteínas fue analizada en el servidor 

Phyre 2 (A) Representación de la estructura secundaria para EhVps20, EhVps32, 

EhVps24 y EhVps2. k: dominio k-linker. (B) Predicción de las estructuras terciarias de 

EhVps20 y sus homólogos ScVps20 y CHMP6. (C) Predicción de las estructuras 

terciarias de EhVps32 y sus homólogos Snf7 y CHMP4 A-C. (D) Predicción de las 

estructuras terciarias de EhVps24 y sus homólogos ScVps24 y CHMP3. (E) 

Predicción de las estructuras terciarias de EhVps2 y sus homólogos ScVps2 y 

CHMP2 A y B. 
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Mediante PCR y empleando los pares de oligonucleótidos correspondientes para 

cada gen, obtuvimos amplificados de 833, 674 y 755 pb  (Fig. 7, panel A, carriles 3, 5 

y 7), que corresponden a los tamaños esperados para los genes Ehvps2, Ehvps24 y 

Ehvps20, respectivamente. Como control negativo se llevó a cabo la reacción de 

PCR en ausencia de ADN molde (Fig. 7, carriles 2, 4 y 6). Una vez que se 

estandarizaron las condiciones para la reacción de PCR se procedió a la 

amplificación de cada uno de los genes a partir de cADN. Esto se realizó debido a 

que los tres genes presentan una secuencia no codificante. Mediante ensayos de 

PCR obtuvimos amplificados de 741 pb para Ehvps2 (Fig. 7 panel B, carril 3); 621 pb 

para Ehvps20 (Fig. 7, panel B, carril 5); 522 pb para Ehvps20(1-173) (Fig. 7, panel C, 

carril 3); 498 pb para EhVps32(1-165) (Fig. 7 panel E, carril 2). En el caso de 

Ehvps24 encontramos dos amplificados, uno de 618 pb, del tamaño esperado y otro 

un poco mayor a 700 pb que parece que aún retiene el intrón (Fig. 7, panel D, carril 

3). En todos los casos, los amplificados poseen el tamaño esperado. Como control 

negativo, se realizó la reacción de PCR empleando ARN tratado con DNAsa para 

verificar que el material utilizado para la retro-transcripción no estuviera contaminado 

con ADN genómico (Fig. 7, panel B, carriles 2 y 4; paneles C y D, carril 2; panel E, 

carril 3). 

 

El producto amplificado se purificó, se cuantificó y se clonó directamente en el vector 

de transición pJET1.2/blunt (Fig. 8) en una proporción 1:3 (vector : inserto).   

Las construcciones generadas fueron denominadas pJET1.2-Ehvps2, pJET1.2-

Ehvps20, pJET1.2-Ehvps20(1-173), pJET1.2-Ehvps24 y pJET1.2-EhVps32(1-165). 

Todas las construcciones generadas fueron transformadas por separado en bacterias 

y las colonias seleccionadas se emplearon para extraer el ADN plasmídico. 

Adicionalmente, cada uno de los plásmidos purificados se analizó por restricción 

enzimática con BamHI, para verificar que el plásmido linearizado fuera del tamaño 

correcto (Fig. 9, paneles A-E, carril 2); y con BamHI y SalI, para corroborar la 

presencia del inserto en los tamaños esperados (Fig. 9, paneles A-E, carril 3). 
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Figura 7. Amplificación de los genes Ehvps2, EhVps20, EhVps20(1-173), 

EhVps24 y Ehvps32(1-165) (A) Amplificación de los genes Ehvps2, EhVps20 y 

EhVps24 empleando oligonucleótidos específicos para amplificar los genes 

completos y utilizando como molde ADN genómico. El producto de las reacciones de 

PCR se analizó mediante un gel de agarosa al 1%. Carril 1: marcadores de número 

de pares de bases. Carril 2, 4 y 6: control negativo donde no se utilizó ADN como 

molde. Carril 3: gen amplificado Ehvps2. Carril 5: gen amplificado Ehvps20. Carril 7: 

gen amplificado Ehvps24. (B) Amplificación de EhVps2 y Ehvps20 utilizando ADN de 

cadena complementaria. Los productos de las reacciones se analizaron en gel de 

agarosa al 1.5%. Carril 1: marcadores de pares de bases. Carril 2 y 4: control 

negativo donde se empleó ARN como molde. Carril 3: amplificación de Ehvps2 sin la 

presencia del intrón. Carril 4: amplificación de Ehvps20 sin el intrón. (C) Amplificación 

de Ehvps20 (1-173) a partir de ADN de cadena complementaria. Carril 1: marcadores 

de pares de bases. Carril 2: control negativo donde se utilizó ARN como molde. Carril 

3: producto amplificado. (D) Amplificación de Ehvps24 a partir de ADN de cadena 

complementaria. Carril 1: marcadores de pares de bases. Carril 2: control negativo en 

el que se utilizó ARN como molde. Carril 3: producto amplificado. Kb: kilobases. (E) 

Amplificación de EhVps32(1-165) a partir de ADN de cadena complementaria. Carril 

1: marcadores de pares de bases. Carril 2: producto amplificado. Carril 3: control 

negativo. Flechas: tamaño de los amplificados. 
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Figura 8. Mapa del vector pJET1.2/blunt. Este vector se empleó para la clonación 

directa de los genes Ehvps2, Ehvps20, Ehvps20(1-173), Ehvps24 y Ehvps32(1-165), 

usando los extremos romos dejados por la polimerasa de alta fidelidad. 
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Figura 9. Clonación de los genes Ehvps2, Ehvps20, Ehvps20(1-173), Ehvps24 y 

Ehvps32(1-165) en el vector de transición pJET1.2/blunt. Análisis por restricción 

enzimática de los plásmidos purificados. Los plásmidos (A) pJET1.2-Ehvps2, (B) 

pJET1.2-Ehvps20, (C) pJET1.2-Ehvps20(1-173), (D) pJET1.2-Ehvps24 y (E) 

pJET1.2-EhVps32(1-165) fueron procesados con las enzimas BamHI o bien, con 

BamHI y SalI y los productos de estas reacciones se analizaron en geles de agarosa 

al 1.5%. Carril 1: marcadores de pares de bases. Carril 2: plásmido digerido con la 

enzima BamHI. Carril 3: plásmido digerido con las enzimas BamHI y SalI. Kb: 

kilobases. Flechas: tamaño de los productos. 
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7.3.2 Clonación en pGEX-6P-1 

Para poder llevar a cabo la purificación de cada una de las proteínas recombinantes 

se utilizó el vector de expresión pGEX-6P-1 (Fig. 10). Este vector, otorga una 

etiqueta de GST en el extremo amino terminal de la proteína generada la cual nos 

permite identificarla y purificarla de acuerdo al manual del proveedor. Nuestros genes 

de interés fueron clonados entre los sitios de restricción BamHI y SalI en el vector 

pGEX-6P-1. Para obtener las distintas construcciones, se realizó una doble digestión 

enzimática de pGEX-6P-1 con las enzimas mencionadas que junto con los genes 

liberados provenientes de las construcciones en pJET1.2 fueron purificados y 

cuantificados. Posteriormente se realizó la ligación con la proporción 1:5 (vector: 

inserto), cuyo producto fue transformado en bacterias competentes y a las clonas 

resultantes se les extrajo el ADN plasmídico. Cada uno de los plásmidos obtenidos 

fue analizado mediante restricción con la enzima BamHI, donde observamos los 

plásmidos linearizados de los tamaños esperados (Fig. 11, paneles A-E, carril 2); o 

bien, por medio de una doble restricción con BamHI y SalI que catalizaron la 

liberación de los insertos en los tamaños esperados, respectivamente (Fig. 11, 

paneles A-E, carril 3). Asimismo, encontramos el fragmento de ~5,000 pb que 

corresponde al vector pGEX-6P-1 vacío (Fig. 11, paneles A-E, carril 3). 

El inserto en cada una de las construcciones obtenidas fue secuenciado de manera 

automática y el resultado fue sometido a un análisis “blast” en la bases de datos 

AmoebaDB, donde presentó un 100% de identidad con las proteínas EhVps2 (Fig. 

12), EhVps20 (Fig. 13), EhVps20(1-173) (Fig. 14) y EhVps24 (Fig. 15).  

Estos hallazgos nos confirmaron que todas las proteínas fueron clonadas en marco 

de lectura y sin mutaciones; por lo cual pudimos proceder a realizar la expresión de 

las proteínas recombinantes. 

 

7.4 Expresión y purificación de las proteínas recombinantes GST-EhVps2, GST-

EhVps20, GST-EhVps20(1-173) y GST-EhVps24 

 

Para expresar las proteínas recombinantes, cada una de las construcciones 

plasmídicas en pGEX-6P-1 fue transformada en bacterias competentes E. coli BL21 

(DE3) pLys-S debido a que esta cepa es deficiente de proteasas y representa un 

buen recurso para la producción de proteínas recombinantes. En todos los casos la 

inducción se realizó utilizando 0.1 mM de IPTG durante toda la noche a 16°C.  
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Figura 10. Mapa del vector pGEX-6P-1. Este vector se empleó para la sub-

clonación de los genes Ehvps2, Ehvps20, Ehvps20(1-173), Ehvps24 y Ehvps32(1-

165). 
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Figura 11. Sub-clonación en el vector de expresión pGEX-6P-1. Análisis por 

restricción enzimática de los plásmidos purificados. Los plásmidos (A) pGEX6P-

Ehvps2, (B) pGEX6P-EhVps20, (C) pGEX6P-Ehvps20(1-173), (D) pGEX6P-Ehvps24  

y (E) pGEX6P-EhVps32(1-165) fueron procesados con la enzima BamHI, o bien, 

sujetos a doble restricción enzimática con BamHI y SalI. Los productos fueron 

analizados en geles de agarosa al 1.5%. Carril 1: marcadores de pares de bases. 

Carril 2: plásmidos restringidos con la enzima BamHI. Carril 3: productos de la doble 

restricción enzimática de los plásmidos con BamHI y SalI. Kb: kilobases. Flechas: 

tamaño de los productos. 
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Figura 12. Electroferograma de la secuencia nucleotídica del gen Ehvps2. La 

construcción pGEX6P-Ehvps2 se secuenció por electroforesis capilar en un 

secuenciador automático de ADN. La secuencia de nucleótidos se tradujo para 

confirmar la identidad del gen Ehvps2. La secuencia de nucleótidos está denotada en 

mayúsculas sobre el electroferograma y se analizó mediante el programa Chromas 

2.33. A la secuencia se le realizó un “blast” y los resultados muestran que la 

secuencia se alinea al 100% a la reportada en la base de datos de AmoebaDB con 

número de acceso EHI_194400, denotada en esta base de datos como un miembro 

de la familia SNF7. 
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Figura 13. Electroferograma de la secuencia nucleotídica del gen Ehvps20. La 

construcción pGEX6P-Ehvps20 se secuenció por electroforesis capilar en un 

secuenciador automático de ADN. La secuencia de nucleótidos se tradujo para 

confirmar la identidad del gen Ehvps20. La secuencia de nucleótidos está denotada 

en mayúsculas sobre el electroferograma y se analizó mediante el programa 

Chromas 2.33. A la secuencia se le realizó un “blast” y los resultados muestran que 

la secuencia se alinea al 100% a la reportada en la base de datos de AmoebaDB con 

número de acceso EHI_114790, denotada en esta base de datos como un miembro 

de la familia SNF7. 
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Figura 14. Electroferograma de la secuencia nucleotídica del gen Ehvps20(1-

173). La construcción pGEX6P-Ehvps20(1-173) se secuenció por electroforesis 

capilar en un secuenciador automático de ADN. La secuencia de nucleótidos se 

tradujo para confirmar la identidad del gen Ehvps20(1-173). La secuencia de 

nucleótidos está denotada en mayúsculas sobre el electroferograma y se analizó 

mediante el programa Chromas 2.33; a la secuencia se le realizó un “blast” y los 

resultados muestran que la secuencia se alinea al 100% con los primeros 522 

aminoácidos de la proteína reportada en la base de datos de AmoebaDB con número 

de acceso EHI_114790, denotada en esta base de datos como un miembro de la 

familia SNF7. 
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Figura 15. Electroferograma de la secuencia nucleotídica del gen Ehvps24. La 

construcción pGEX6P-Ehvps24 se secuenció por electroforesis capilar en un 

secuenciador automático de ADN. La secuencia de nucleótidos se tradujo para 

confirmar la identidad del gen Ehvps24. La secuencia de nucleótidos está denotada 

en mayúsculas sobre el electroferograma y se analizó mediante el programa 

Chromas 2.33; a la secuencia se le realizó un “blast” y los resultados muestran que la 

secuencia se alinea al 100% a la reportada en la base de datos de AmoebaDB con 

número de acceso EHI_048690, denotada en esta base de datos como un miembro 

de la familia SNF7. 
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Una vez que se confirmó la inducción de la proteína recombinante, se analizó la 

solubilidad de la proteína. Para ello, las bacterias transformadas e inducidas se 

lisaron y posteriormente, se analizaron las fracciones soluble (sobrenadante) e 

insoluble (pastilla). En todos los casos encontramos que las proteínas de interés 

estaban presentes en la fracción soluble por lo que a partir de esta fracción se 

procedió a la purificación. Las proteínas recombinantes fueron purificadas con perlas 

de glutatión-sefarosa, ya que el glutatión es el sustrato para la enzima GST y 

muestra unión específica a la misma. Cada una de las inducciones y purificaciones 

se comprobaron en geles de poliacrilamida, en condiciones desnaturalizantes, 

teñidos con azul de Coomassie. La identidad de las proteínas inducidas fue 

confirmada mediante ensayos de Western blot (Fig. 16). 

 

7.4.1 Expresión y purificación de la proteína GST-EhVps2 

Después de la inducción con IPTG, en bacterias transformadas con el vector pGEX-

6P-Ehvps2, se puede observar la aparición de una banda de 54 kDa (Fig. 16, panel 

A, carril 3,  flecha). El peso obtenido fue igual al peso esperado, calculado a partir del 

peso teórico de la proteína EhVps2 (28 kDa) más el peso de la etiqueta de GST (26 

kDa). Esta proteína fue localizada en la fracción soluble de los extractos bacterianos 

(Fig. 16, panel A, carril 4, flecha) a partir de los cuales se llevó a cabo la purificación 

de la proteína recombinantes (Fig. 16, panel A, carril 5, flecha). Para comprobar que 

la banda de 54 kDa correspondía a la proteína EhVps2 fusionada a GST, se realizó 

un ensayo de Western blot y se utilizó el anticuerpo anti-GST producido en cabra. 

Los resultados de la inmunodetección muestran que la proteína de 54 kDa observada 

en los geles teñidos con Coomassie (Fig. 16, panel A), corresponde a la proteína 

GST-EhVps2 (Fig. 16, panel B, flecha). 

 

7.4.2 Expresión y purificación de la proteína GST-EhVps20 

La proteína GST-EhVps20 aparece en los extractos bacterianos posterior a la 

inducción con IPTG en bacterias transformadas con el vector correspondiente. Esta 

proteína se encontró en el peso de 65 kDa (Fig. 16, panel C, carril 3, flecha), el cual 

es mayor al esperado tomando en consideración 26 kDa de la etiqueta de GST y 24 

kDa de la secuencia de EhVps20 (50 kDa). Nuevamente, la proteína se localizó en la 

fracción soluble (Fig. 16, panel C, carril 4, flecha) a partir de la cual se purificó la 

proteína GST-EhVps20 (Fig. 16, panel C, carril 5, flecha). Con la finalidad de 
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confirmar la identidad de la proteína inducida y purificada se realizó un ensayo 

Western-blot utilizando anticuerpos dirigidos contra la etiqueta de GST (Fig. 16, panel 

D), con lo que se confirmó que la proteína inducida correspondía a GST-EhVps20. 

 

 

7.4.3 Expresión y purificación de la proteína GST-EhVps20 (1-173) 

En otros organismos, la proteína Vps20 es la que desencadena la polimerización del 

resto de los miembros del complejo ESCRT-III. Con la finalidad de simplificar nuestro 

modelo, generamos una proteína EhVps20 que carece del sitio responsable de la 

auto-inhibición de la proteína de tal manera que podemos prescindir de señales que 

desencadenan la unión de EhVps20 hacia la membrana lipídica. 

La proteína recombinante inducida mostró un peso de 46 kDa (Fig. 16, panel E, carril 

3, flecha) que corresponde al tamaño esperado, ya que el peso predicho para esta 

construcción es de 20 kDa sumándole 26 kDa de la etiqueta de GST. Debido a que la 

proteína se encontró en la fracción soluble (Fig. 16, panel E, carril 4, flecha), la 

purificación se llevó a cabo de la manera convencional y se recuperó la proteína 

recombinante purificada (Fig. 16, panel E, carril 5, flecha). La identidad de la proteína 

fue probada con un ensayo Western-blot en el que se empleó un anticuerpo dirigido 

contra la etiqueta GST (Fig. 16, panel F).  

 

 

7.4.4 Expresión y purificación de la proteína GST-EhVps24 

De igual manera, se expresó y purificó la proteína GST-EhVps24, la cual apareció 

como una banda de 56 kDa en los extractos bacterianos (Fig. 16, panel G, carril 3, 

flecha). Esta proteína, al igual que GST-EhVps20 resultó con un peso mayor al 

esperado. El peso calculado era de 50 kDa, considerando 26 kDa de la etiqueta y 24 

kDa el peso predicho para EhVps24. Debido a que la proteína se encontró de 

manera abundante en la fracción soluble (Fig. 16, panel G, carril 4, flecha), esta se 

purificó utilizando las perlas de glutatión-sefarosa obteniendo una banda única de 56 

kDa (Fig. 16, panel G, carril 5, flecha). Nuevamente, la identidad de la proteína se 

corroboró mediante un ensayo de Western-blot lo cual confirmó que la proteína 

inducida correspondía a GST-EhVps24 (Fig. 16, panel H). 

 

.  
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Figura 16. Inducción y purificación de las proteínas recombinantes GST-

EhVps2, GST-EhVps20, GST-EhVps20(1-173) y GST-EhVps24. Bacterias 

competentes E. coli de la cepa BL21(DE3) pLys-S se transformaron con los 

diferentes plásmidos y la expresión de la proteína recombinante se indujo con 0.1 

mM de IPTG durante toda la noche a 16°C. Los extractos bacterianos se sometieron 

a electroforesis en SDS-PAGE y se tiñeron con azul de Coomassie. En estos geles 

también se incluyó la fracción soluble de los extractos así como las proteínas 

purificadas (A) GST-EhVps2, (C) GST-EhVps20, (E) GST-Ehvps20(1-173) y (G) 

GST-EhVps24. (B, D, F y H) Réplicas de los geles anteriores se procesaron para su 

análisis mediante Western blot y se inmunodetectaron las proteínas unidas a la 

etiqueta de GST usando el anticuerpo anti-GST. Carril 1: marcadores de peso 

molecular. Carril 2: extracto proteico derivado de bacterias transformadas previo a la 

inducción con IPTG. Carril 3: extracto proteico de bacterias transformadas después 

de la inducción. Carril 4: proteínas de la fracción soluble de bacterias transformadas 

inducidas. Carril 5: proteína recombinante purificada. La flecha señala a la proteína 

recombinante unida a la etiqueta de GST. 
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7.4.5 Expresión y purificación de la proteína GST-EhVps32(1-165) 

Vps32 al igual que Vps20 poseen la capacidad de unirse a membranas; con el 

objetivo de analizar la afinidad de esta unión en ausencia de activadores, generamos 

la proteína EhVps32 que carece del dominio de autoinhibición. La proteína GST-

EhVps32(1-165) fue purificada y se encontró en un peso molecular de 46 kDa en los 

extractos bacterianos (Fig. 17, panel A, carril 3, flecha) que corresponde al tamaño 

esperado, ya que el peso predicho para esta secuencia es de 20 kDa sumándole 26 

kDa de la etiqueta de GST. Debido a que esta proteína se encontró en la fracción 

soluble, la purificación se llevó a cabo de manera convencional y la proteína 

purificada fue recuperada (Fig. 17, panel A, carril 4, flecha). La identidad de esta 

proteína fue verificada mediante un ensayo de Western-blot en el que se emplearon 

anticuerpos dirigidos contra la etiqueta de GST (Fig. 17, panel B). 

 

7.5 Detección de las proteínas EhVps2, EhVps20, EhVps32 y EhVps24 en 

extractos amibianos. 

Debido a que los anticuerpos disponibles para la maquinaria ESCRT-III de otros 

organismos están sintetizados partiendo de regiones que no muestran homología con 

la secuencia aminoacídica de estas proteínas en E. histolytica, fue necesaria la 

producción de anticuerpos policlonales que reconocieran a cada una de las proteínas 

estudiadas. 

 

7.5.1 Producción de anticuerpos policlonales α-EhVps2, α-EhVps20, α-Ehvps24 

y α-Ehvps32. 

Para obtener anticuerpos α-EhVps2, se empleó la proteína recombinante GST-

EhVps2 purificada y cuantificada, la cual se emulsificó junto con el adyuvante 

TiterMax y se utilizó para inmunizar ratas Wistar macho. En el caso de las proteínas 

recombinantes GST-EhVps20 y GST-EhVps24, fueron purificadas, emulsificadas e 

inmunizadas cada una en un conejo New Zealand. Finalmente, para los anticuerpos 

α-EhVps32, se empleó la proteína recombinante GST-EhVps32 generada en la 

Maestría (Avalos-Padilla, 2012), que se emulsificó en el adyuvante TiterMax y se 

inmunizó en ratones balbc/j y en un conejo Wistar macho. La especificidad de los 

anticuerpos policlonales generados, se evaluó en extractos de bacterias 

transformadas con los plásmidos correspondientes, donde la expresión de la proteína 

recombinante fue inducida.  
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Figura 17. Inducción y purificación de la proteína recombinante GST-

EhVps32(1-165). (A) Bacterias competentes E. coli de la cepa BL21(DE3) pLys-S se 

transformaron con el plásmido pGEX6P-Ehvps32(1-165) y la expresión de la proteína 

recombinante se indujo con 0.1 mM de IPTG durante toda la noche a 16°C. Los 

extractos bacterianos se sometieron a electroforesis en SDS-PAGE al 12% y se 

tiñeron con azul de Coomassie. En estos geles también se incluyó la fracción soluble 

de los extractos así como las proteínas purificadas. (B) Una réplica del gel anterior se 

procesó para su análisis mediante Western blot y se inmunodetectó la proteína unida 

a la etiqueta de GST usando el anticuerpo anti-GST. Carril 1: marcadores de peso 

molecular. Carril 2: extracto proteico derivado de bacterias transformadas previo a la 

inducción con IPTG. Carril 3: extracto proteico de bacterias transformadas después 

de la inducción. Carril 4: proteína recombinante purificada. La flecha señala a la 

proteína recombinante unida a la etiqueta de GST. 
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Como se puede observar, los anticuerpos generados reconocen una sola banda de 

54 kDa en el caso de α-EhVps2 (Fig. 18, panel A, carril 2), 65 kDa para α-EhVps20 

(Fig. 18, panel B, carril 2), 56 kDa para α-EhVps24 (Fig. 18, panel C, carril 2) y 66 

kDa para α-EhVps32 generado en conejo (Fig. 18, panel D, carril 2) y en ratón (Fig. 

18, panel E, carril 3). En todos los casos los sueros preinmunes no reconocieron 

ninguna banda en estas muestras (Fig. 18, paneles A-E, carril 1). 

 

7.5.2 Expresión y localización subcelular de la proteína EhVps2 en trofozoítos 

 

Una vez que se comprobó la especificidad de los anticuerpos α-EhVps2 generados, 

este anticuerpo se utilizó para explorar la localización de la proteína EhVps2 en 

trofozoítos de E. histolytica. Para lograr este objetivo se utilizaron extractos totales de 

E. histolytica que fueron transferidos a membranas de nitrocelulosa en donde se llevó 

a cabo el ensayo de Western blot. En este caso se detectó una proteína de 28 kDa, 

que corresponde al peso molecular esperado de la proteína y otra de 

aproximadamente 56 kDa (Fig. 19, panel A, carril 2, flecha). Como control se utilizó 

suero preinmune en la misma dilución estandarizada para el anticuerpo, el cual no 

detectó ninguna proteína en los extractos de trofozoítos (Fig. 19, panel A, carril 1). 

De igual manera, estos anticuerpos fueron empleados para detectar la localización 

subcelular de la proteína EhVps2 en trofozoítos mantenidos en cultivo, mediante la 

técnica de inmunofluorescencia indirecta. Los anticuerpos reconocieron a la proteína 

EhVps2 (rojo) dispersa en el citoplasma celular (Fig. 19, panel B). Al realizar un 

acercamiento de estas estructuras encontramos que la proteína se localiza en 

estructuras punteadas similares a vesículas (Fig. 19, panel B, magnificación). Como 

control negativo se empleó suero preinmune, el cual no dio reconocimiento en el 

citoplasma y únicamente se aprecian los núcleos teñidos con DAPI (Fig. 19, panel C). 
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Figura 18. Inmunodetección de las proteínas recombinantes utilizando los 

anticuerpos policlonales generados. Extractos proteicos de bacterias 

transformadas con los plásmidos correspondientes e inducidas fueron transferidos a 

membranas de nitrocelulosa para ser analizados mediante Western blot utilizando los 

anticuerpos (A) α-EhVps2, (B) α-EhVps20, (C) α-Ehvps24 o (D) α-EhVps32. Carril 1: 

inmunodetección empleando el suero preinmune correspondiente. Carril 2: 

inmunodetección utilizando los distintos anticuerpos. Flecha: peso molecular de la 

proteína detectada. 
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Figura 19. Inmunodetección de EhVps2 en E. histolytica. (A) Trofozoítos de E. 

histolytica fueron lisados para extraer las proteínas totales y utilizarlas en ensayos de 

Western blot. Carril 1: proteínas detectadas empleando suero preinmune. Carril 2: 

proteínas detectadas con el anticuerpo anti-EhVps2. Flecha: tamaño molecular de las 

proteínas inmunodetectadas. (B) Inmunolocalización subcelular de la proteína 

EhVps2 en trofozoítos. Trofozoítos de E. histolytica se fijaron, permeabilizaron y se 

incubaron con los anticuerpos de rata α-EhVps2 o bien, con (C) suero preinmune. 

Posteriormente se utilizaron anticuerpos secundarios anti-rata acoplados a TRITC 

(rojo) y los núcleos se tiñeron con DAPI (azul). Las muestras se analizaron por 

microscopía confocal. 
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7.5.3 Expresión y localización subcelular de la proteína EhVps20 en trofozoítos 

Para reconocer a la proteína EhVps20 en trofozoítos de E. histolytica, extractos totales 

de trofozoítos fueron transferidos a una membrana de nitrocelulosa en donde mediante 

ensayos de Western blot se determinó el peso molecular de la proteína EhVps20 en la 

amiba. La banda reconocida por los anticuerpos generados se encuentra en el peso de 

39 kDa, la cual posee un peso molecular mayor al calculado en base a su secuencia de 

aminoácidos (~24 kDa) (Fig. 20, panel A, carril 2, flecha). El suero preinmune de conejo 

fue utilizado como control y no se observó reconocimiento de ninguna banda a la misma 

dilución que se utilizaron los anticuerpos específicos (Fig. 20, panel A, carril 1). Por otro 

lado, los anticuerpos generados fueron utilizados para determinar la localización 

subcelular de la proteína EhVps20 en los trofozoítos de E. histolytica. Para ello, se 

empleó la técnica de inmunofluorescencia indirecta. En este caso, los anticuerpos 

localizaron a la proteína EhVps20 (verde) en la membrana plasmática y dispersa en el 

citoplasma celular (Fig. 20, panel B). Nuevamente al emplear suero preinmune, control 

negativo, no se observa marca en el citoplasma y únicamente observamos los núcleos 

teñidos con DAPI (Fig. 20, panel C). Para delimitar si la proteína se encontraba en la 

cara interna de la membrana o bien expuesta hacia el exterior de la célula, realizamos el 

mismo ensayo empleando trofozoítos no permeabilizados en los que únicamente 

observamos poca marca en el interior (Fig. 20, panel D). 

 

7.5.4 Expresión y localización subcelular de la proteína EhVps24 en trofozoítos 

Una vez que se confirmó la especificidad de los anticuerpos α-EhVps24 generados, 

estos fueron probados mediante Western blot en extractos totales de trofozoítos de E. 

histolytica.En este ensayo, los anticuerpos detectaron a la proteína EhVps24 con un 

peso molecular de 30 kDa (Fig. 21, panel A, carril 2), el cual es mayor al peso molecular 

predicho para esta proteína (~24 kDa). Para verificar que no se tratara de un 

reconocimiento inespecífico, el mismo ensayo fue realizado empleando el suero 

preinmune obtenido del conejo con el cual no observamos ningún reconocimiento (Fig. 

21, panel A, carril 1). Los mismos anticuerpos fueron utilizados para analizar la 

localización de la proteína EhVps24; en este caso, encontramos que la proteína (verde) 

se encuentra localizada dispersa en el citoplasma de los trofozoítos mantenidos en 

cultivo (Fig. 21, panel B). Al utilizar el suero preinmune no observamos reconocimiento y 

únicamente son visibles los núcleos teñidos con DAPI (Fig. 21, panel C). 
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Figura 20. Inmunodetección de EhVps20 en E. histolytica. (A) Trofozoítos de E. 

histolytica fueron lisados para extraer las proteínas totales y utilizarlas en ensayos de 

Western blot. Carril 1: proteínas detectadas empleando suero preinmune. Carril 2: 

proteína detectada con el anticuerpo α-EhVps20. Flecha: tamaño molecular de las 

proteínas inmunodetectadas. (B) Inmunolocalización subcelular de la proteína 

EhVps2 en trofozoítos. Trofozoítos de E. histolytica se fijaron, permeabilizaron y se 

incubaron con los anticuerpos de conejo α-EhVps20 o con (C) suero preinmune. (D) 

Trofozoítos no permeabilizados incubados con anticuerpos específicos α-EhVps20. 

Posterior a la incubación con los anticuerpos primarios, se utilizaron anticuerpos 

secundarios anti-conejo acoplados a FITC (verde) y los núcleos se tiñeron con DAPI 

(azul). Las muestras se analizaron por microscopía confocal. 
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Figura 21. Inmunodetección de EhVps24 en E. histolytica. Proteínas totales 

obtenidas a partir de trofozoítos de E. histolytica fueron utilizadas en ensayos de 

Western blot. Carril 1: proteínas detectadas empleando suero preinmune. Carril 2: 

proteínas detectadas con el anticuerpo α-EhVps24. Flecha: tamaño molecular de la 

proteína inmunodetectada. (B) Inmunolocalización subcelular de la proteína 

EhVps24 en trofozoítos. Trofozoítos de E. histolytica se fijaron, permeabilizaron y 

se incubaron con los anticuerpos α-EhVps24 o bien, con (C) suero preinmune. 

Posteriormente se usó un anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a FITC (verde) 

y los núcleos se tiñeron con DAPI (azul). Las muestras se analizaron por microscopía 

confocal. 
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7.6 Participación de las proteínas del complejo ESCRT-III durante la 

eritrofagocitosis. 

Estudios anteriores han demostrado que los miembros de la maquinaria ESCRT 

participan en el proceso de eritrofagocitosis de E. histolytica (Avalos-Padilla, 

2012;Bañuelos et al., 2011; López-Reyes et al., 2010). Para investigar si al igual que 

EhVps32 (Avalos-Padilla, 2012), el resto de los miembros del complejo ESCRT-III 

participan en el evento fagocítico, se llevó a cabo una cinética en la cual se 

emplearon eritrocitos humanos que fueron co-incubados con trofozoítos a tiempos 

diferentes. Una vez que transcurrió el tiempo, las distintas poblaciones de amibas 

fueron procesadas para inmunofluorescencia indirecta utilizando los anticuerpos 

específicos para cada una de las proteínas, como se describió en el apartado 

anterior. En todos los casos, trofozoítos que no fueron sometidos al proceso de 

fagocitosis, mostraron una localización similar para cada una de las proteínas como 

se definió anteriormente (Figs. 22-25, 0 min). 

A los dos min de iniciada la fagocitosis, observamos que EhVps32 se relocaliza 

formando parches cercanos a la membrana plasmática (Fig. 22, 2 min). A los 5 min 

EhVps32 y EhVps24 se relocalizan alrededor de algunos eritrocitos ingeridos (Fig. 22 

y 23, 5 min, cabezas de flecha vacías) mientras que otros fagosomas permanecen 

sin marca (Figs. 22 y 23, 5 min, cabezas de flecha rellenas). A este tiempo, EhVps20 

migra desde la parte interna de la membrana plasmática hacia vesículas en el 

citoplasma de los trofozoítos, algunas de las cuales se encuentran rodeando a los 

eritrocitos ingeridos (Fig. 24, 5 min, cabezas de flecha vacías). EhVps2 no muestra 

cambios aparentes en su distribución a este tiempo (Fig. 25, 5 min). El siguiente 

tiempo evaluado fue 15 min. En este tiempo EhVps32 y EhVps24 muestran el mismo 

patrón de distribución que a los 5 min, el cual se mantiene hasta los 30 min (Figs. 22 

y 23, 15-30 min, cabezas de flecha vacías). Por otro lado, EhVps20 a los 15 min 

recupera su localización en la membrana plasmática y además, se ve localizada en 

vesículas que rodean a eritrocitos ingeridos (Fig. 24, 15 min cabezas de flecha 

vacías). Finalmente, EhVps2 a los 15 min de fagocitar eritrocitos, se encuentra 

localizada alrededor de algunos fagosomas (Fig. 25, 15 min, cabezas de flecha 

rellenas) y en la región perinuclear de los trofozoítos (Fig. 25, 15 min, flecha). 

Después de 30 min de iniciada la fagocitosis, EhVps2 y EhVps20 muestran un patrón 

similar, dispersas en el citoplasma en vesículas pequeñas que se encuentran 

rodeando algunos de los eritrocitos ingeridos (Figs. 24 y 25, 30 min, cabezas de 
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flecha vacías). A los 45 min, EhVps32 y EhVps24 recuperan su localización 

citoplasmática (Figs. 22 y 23, 45 min, cabezas de flecha rellenas). Inesperadamente, 

EhVps32 también fue localizada en la región nuclear (Fig. 22, 45 min, flecha). 

EhVps20, se encontró localizada en la membrana plasmática y enriquecida en 

fagosomas que rodeaban algunos eritrocitos ingeridos (Fig. 24, 45 min, cabezas de 

flecha vacías) y en otras vesículas de gran tamaño que no correspondían a eritrocitos 

ingeridos (Fig. 24, 45 min, flechas). A los 45 min, EhVps2 se encontró localizada en 

vesículas dispersas en el citoplasma de los trofozoítos que, ocasionalmente, se 

encontraban rodeando algunos de los eritrocitos ingeridos (Fig. 25, 45 min, cabezas 

de flecha vacías).  

El último tiempo realizado de esta cinética fue 60 min; a este tiempo EhVps32 

recuperó la localización que se encontró en condiciones basales (Fig. 22, 60 min); 

EhVps24 se encontró dispersa en el citoplasma y de manera imprevista, en el núcleo 

de todos los trofozoítos observados (Fig. 23, 60 min, flecha). EhVps20 fue localizada 

formando parches alrededor de eritrocitos ingeridos (Fig. 24, 60 min, cabezas de 

flecha vacías) y rodeando algunos fagosomas que no corresponden a eritrocitos 

ingeridos (Fig. 24, 60 min, flechas). Finalmente, EhVps2 se encontró dispersa en 

vesículas en el citoplasma (Fig. 25, 60 min) así como en la región nuclear (Fig. 25, 60 

min, flecha). 

 

7.7 Polimerización in vitro de EhVps24 y EhVps32. 

En otros sistemas se ha probado la capacidad de Vps24 y Vps32 de polimerizar in 

vitro formando filamentos, túbulos, hojas y anillos. A esta polimerización se le ha 

adjudicado la capacidad de escisión de membranas por parte del complejo ESCRT-

III. Debido a la importancia de esta propiedad, decidimos analizar si las proteínas de 

la amiba eran capaces de polimerizar. Para ello, realizamos la técnica conocida como 

tinción negativa utilizando las proteínas GST-EhVps24 y GST-EhVps32 purificadas, 

las cuales fueron visualizadas en un microscopio electrónico de transmisión. En el 

caso de GST-EhVps24 encontramos polímeros en forma de filamentos con un grosor 

entre 12 y 13 nm (Fig. 26, panel A y B, flechas); y anillos  que poseían un diámetro 

aproximado de 40 nm (Fig. 26, panel C, cabezas de flecha). En el caso de GST-

EVps32, también observamos polímeros en forma de filamentos con un grosor 

aproximado de 25 nm (Fig. 26, paneles D y E, flechas) y anillos con un diámetro de 

96-100 nm (Fig. 26, paneles E y F, cabezas de flecha). 
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Figura 22. Localización de EhVp32 durante el proceso de eritrofagocitosis. 

Trofozoítos de E. histolytica se co-incubaron a 37°C con eritrocitos humanos de tipo 

O+ en una relación 1:25 a diferentes tiempos. Las preparaciones se incubaron con 

los anticuerpos específicos α-EhVps32, seguido por los anticuerpos secundarios 

acoplados a FITC (verde); los núcleos fueron teñidos con DAPI (azul), para su 

posterior análisis mediante microscopía confocal. Carril 1: campo claro. Carril 2: 

canal azul, DAPI. Carril 3: canal verde, FITC. Carril 4: Empalme. Cabezas de flecha 

rellenas: fagosomas marcados con EhVps32. Cabeza de flecha vacías: fagosomas 

sin marca. Flecha: EhVps32 en el núcleo. Barra: 10 µm 
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Figura 23. Localización de EhVps24 durante el proceso de eritrofagocitosis. 

Trofozoítos de E. histolytica se co-incubaron a 37°C con eritrocitos humanos de tipo 

O+ en una relación 1:25 a diferentes tiempos. Las preparaciones se incubaron con 

los anticuerpos específicos α-EhVps24, seguido por los anticuerpos secundarios 

acoplados a FITC (verde); los núcleos fueron teñidos con DAPI (azul), para su 

posterior análisis mediante microscopía confocal. Carril 1: campo claro. Carril 2: 

canal azul, DAPI. Carril 3: canal verde, FITC. Carril 4: Empalme. Cabezas de flecha 

rellenas: fagosomas marcados con EhVps24. Cabezas de flecha vacías: fagosomas 

sin marca. Flecha: EhVps24 en el núcleo. Barra: 10 µm 
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Figura 24. Localización de EhVps20 durante el proceso de eritrofagocitosis. 

Trofozoítos de E. histolytica se co-incubaron a 37°C con eritrocitos humanos de tipo 

O+ en una relación 1:25 a diferentes tiempos; las preparaciones se incubaron con los 

anticuerpos específicos α-EhVps20, seguido por los anticuerpos secundarios 

acoplados a FITC (verde); los núcleos fueron teñidos con DAPI (azul), para su 

posterior análisis mediante microscopía confocal. Carril 1: campo claro. Carril 2: 

canal azul, DAPI. Carril 3: canal verde, FITC. Carril 4: Empalme. Cabezas de flecha 

rellenas: fagosomas marcados con EhVps20. Cabezas de flecha vacías: fagosomas 

sin marca. Barra: 10 µm 
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Figura 25. Localización de EhVps2 durante el proceso de eritrofagocitosis. 

Trofozoítos de E. histolytica se co-incubaron a 37°C con eritrocitos humanos de tipo 

O en una relación 1:25 a diferentes tiempos; las preparaciones se incubaron con los 

anticuerpos específicos α-EhVps2, seguido por los anticuerpos secundarios 

acoplados a TRITC (rojo); los núcleos fueron teñidos con DAPI (azul), para su 

posterior análisis mediante microscopía confocal. Carril 1: campo claro. Carril 2: 

canal azul, DAPI. Carril 3: canal rojo, TRITC. Carril 4: Empalme. Barra: 10 µm 
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Figura 26. Tinción negativa de GST-EhVps24 y GST-EhVps32. Las proteínas 

recombinantes (A-C) GST-EhVps24 y (D-F) GST-EhVps32 purificadas fueron 

colocadas en una rejilla recubierta con formvar y después sometidas a la técnica de 

tinción negativa la cual permite observar las estructuras formadas por material 

orgánico. 
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7.8 Polimerización in vivo de EhVps32 

Para poder analizar la función que desempeña EhVps32 en la eritrofagocitosis en E. 

histolytica, durante el trabajo de maestría realizamos una sobre-expresión de la 

proteína EhVps32. Sin embargo, esta sobre-expresión resultaba letal para la amiba. 

Antecedentes en otros sistemas detallan que homólogos de esta proteína son 

capaces de unirse a las membranas internas de las células y cuando se sobre-

expresan, se desencadena la formación de proyecciones tubulares hacia el exterior 

de la célula que finaliza con la lisis celular (Hanson et al., 2008).  

Para analizar este fenómeno, transfectamos transitoriamente (12 h) a trofozoítos de 

E. histolytica con la construcción pNEO-EhVps32-HA generada durante el trabajo de 

maestría (Avalos-Padilla, 2012). Mediante ensayos de RT-PCR, encontramos que el 

gen Ehvps32 se encontraba sobre-expresado al menos 3 veces más en comparación 

con la expresión normal (Fig. 27, panel A). Una vez confirmada la sobre-expresión, 

realizamos las técnicas de microscopía electrónica de transmisión y microscopía 

electrónica de barrido a trofozoítos transfectados. En la microscopía electrónica de 

transmisión encontramos que en trofozoítos que sobre-expresan a EhVps32 

aparecen estructuras citoplásmicas parecidas a arreglos multilamelares (Fig. 27, 

panel B, recuadro y panel C) y otras estructuras aberrantes (Fig. 27, panel B) que 

están ausentes en trofozoítos únicamente transfectados con el plásmido vacío (Fig. 

27, panel D). 

Al observar los trofozoítos transfectados, mediante la técnica de barrido, 

encontramos la aparición de una gran cantidad de agujeros en la membrana 

plasmática (Fig. 27, panel E, recuadro) así como proyecciones tubulares (Fig. 27, 

panel F) que no están presentes o  bien, son de menor tamaño que las encontradas 

en trofozoítos transfectados únicamente con el vector vacío (Fig. 27, panel G). 

 

7.9 Reconstitución de la maquinaria ESCRT-III en el modelo de vesículas 

gigantes Unilamelares. 

El estudio del funcionamiento de la maquinaria ESCRT-III in vivo resulta complicado 

debido a la naturaleza transitoria de este complejo. Por esta razón el modelo de 

vesículas gigantes Unilamelares, o GUVs por sus iniciales en inglés, ha sido 

adoptado para recrear el efecto biológico sobre membranas que inducen los 

miembros de la maquinaria ESCRT-III. 

 



112 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Sobre-expresión de EhVps32. Trofozoítos de E. histolytica de la clona A 

fueron transfectados transitoriamente con el vector pNeo-EhVps32-HA, o bien con 

pNeo vacío. (A) Amplificación de los genes Neo presentes en el plásmido pNeo,  

Ehvps32 nuestro gen de interés y el gen S2 de la subunidad 40s del RNAr. Los 

productos fueron analizados en geles de agarosa al 1% teñidos con bromuro de 

etidio y posteriormente se realizó un análisis densitométrico de los niveles de 

expresión del gen Ehvps32 respecto al gen S2. DOR: densidad óptica relativa. (B) 

Trofozoítos que sobre-expresaban la proteína EhVps32 fueron tratados y analizados 

mediante microscopía electrónica de transmisión, en (C) se muestra la amplificación 

del cuadro. (D) Morfología de trofozoítos transfectados con el vector pNeo analizada 

mediante microscopía electrónica de transmisión. (E) Apariencia superficial de 

trofozoítos que sobre-expresan la proteína EhVps32 utilizado microscopía electrónica 

de barrido. (F) Proyecciones membranales generadas en trofozoítos transfectados 

con pNeoEhvps32. (G) Superficie de un trofozoíto transfectado con el vector pNeo.  
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7.10 Caracterización funcional in vitro de los miembros de la maquinaria 

ESCRT-III de E. histolytica 

 

 

7.10.1 Unión de EhVps20 y EhVps32 a membranas cargadas negativamente. 

 

Estudios anteriores demuestran que las únicas proteínas que están en contacto 

directo con membranas lipídicas son Vps20 y Vps32. Para analizar si las proteínas 

presentes en la amiba mantenían este comportamiento, GUVs con la composición 

lipídica descrita por Wollert et al en el 2009 (Wollert et al., 2009) fueron generadas 

mediante la técnica de electroformación (Fig. 28). Las GUVs obtenidas se enfriaron e 

incubaron con EhVps20(1-173) (Fig. 29, panel A),  EhVps20 (Fig. 29, panel B); o 

bien, con EhVps32(1-165) (Fig. 29, panel C). La unión de las proteínas a la 

membrana fue analizada en términos de co-localización entre la membrana marcada 

con el lípido fluorescente TexasRed-PE (rojo) y las proteínas marcadas con Alexa488 

(verde). Los resultados otorgan un valor de co-localización Pearson de 0.45 para 

EhVps20(1-173) que supera al obtenido con la versión completa de esta proteína 

(0.05) (Fig. 29, panel D). En el caso de EhVps32 (1-165) observamos algunos puntos 

de co-localización; sin embargo, los valores obtenidos fueron de 0.15, menores al 

compararse con EhVps20(1-173) (Fig. 29, panel D).  

 

 

7.10.2 Análisis de la función de cada una de las proteínas del complejo ESCRT-

III en el modelo de GUVs 

 

Una vez verificada la capacidad de unión de la proteína EhVps20(1-173) a la 

membrana lipídica, se procedió al ensayo de reconstitución de la maquinaria ESCRT-

III de E. histolytica. Para ello, GUVs fueron co-incubadas con la proteína EhVps20(1-

173) (verde, Fig. 30, Panel B), seguido por la adición de EhVps32 (Fig. 30, panel C), 

EhVps24 (Fig. 30, panel D) y EhVps2 (Fig. 30, panel E) incubando durante 5 min 

entre la adición de cada una de las proteínas. 
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Figura 28. Método de electroformación para generar GUVs. Los pasos para 

generar GUVs mediante la técnica de electroformación son los siguientes. (1) Limpiar 

con etanol y agua millipore, vidrios recubiertos de óxido de Indio y Estaño (ITO) que 

servirán como sustrato para la formación de GUVs. (2) Colocar en el cristal, el lípido 

o mezcla de lípidos a utilizar y esparcir de forma homogénea. (3) Colocar los 

cristales-ITO en un desecador cuidando que la capa de lípidos quede boca arriba. (4) 

Utilizar el desecador para evaporar por medio de vacío, el solvente en el que están 

contenidos los lípidos. (5) Armar la cámara de electroformación colocando el cristal-

ITO, un espaciador de silicona y el otro cristal-ITO; en ambos casos el lípido debe 

estar en la parte interna de la cámara. (6) Con ayuda de una jeringa, rellenar el 

interior de la cámara con el solvente a utilizar. (7) Conectar la cámara a la corriente 

eléctrica para llevar a cabo la electroformación. (8) Dejar enfriar y cuidadosamente 

desarmar la cámara, utilizando un escalpelo como ayuda. (9) Observar las vesículas 

formadas mediante microscopía confocal. 
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Figura 29. Unión de EhVps20 y EhVps32 a membranas lipídicas. GUVs con la 

composición de POPC (62 mol%), POPS (10 mol%), colesterol (25 mol %), PtIns(3)P 

(3 mol%) y TexasRed-PE (0.1 mol%) (rojo) fueron incubadas con (A) 125 nM de 

EhVps20(1-173), (B) 125 nM de EhVps20 o bien, (C) 300 nM de EhVps32(1-165) las 

cuales estaban marcadas con Alexa488 (verde) durante 15 minutos a TA, seguido 

por su análisis mediante microscopía confocal. (D) Análisis óptico de co-localización, 

1: EhVps20 (1-173), 2: EhVps20, 3: EhVps32 (1-165). Barra: 10 µm 
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Como se puede observar en las imágenes, al adicionar EhVps20(1-173) observamos 

co-localización con la membrana lipídica (Fig. 30, panel B); al incluir EhVps32 en la 

mezcla, la membrana comienza a invaginarse pero las vesículas generadas siguen 

en contacto directo con la membrana (Fig. 30, panel C). Al adicionar EhVps24, las 

vesículas formadas en el paso anterior son liberadas hacia el lumen de las GUVs 

formando las vesículas intraluminales con un tamaño aproximado de 5 µm de 

diámetro (Fig. 30, panel D). Finalmente, con la adición de EhVps2, las vesículas 

intraluminales generadas se mantienen y no se observan cambios significativos 

respecto al experimento anterior (Fig. 30, panel D). Para verificar que el efecto en la 

membrana era llevado a cabo por acción de las proteínas y no por efecto del 

amortiguador, GUVs fueron incubadas únicamente con el amortiguador que contiene 

a las proteínas durante los mismos tiempos de interacción; en este caso no se 

observaron cambios en la superficie de la membrana lipídica (Fig. 30, panel A). 

La cantidad de vesículas internas (liberadas o en contacto con la membrana) 

generadas en cada paso fue cuantificada en un total de 100 GUVs. El resultado fue 

expresado en términos de porcentaje  (Fig. 30, panel E). Como podemos ver, el 

porcentaje incrementa significativamente al adicionar EhVps32 (42%), sigue 

incrementando con la adición de EhVps24 (64%) y se mantiene similar con la adición 

de la última proteína (71%) (Fig. 30, panel E). 

 

7.10.3 Especificidad de miembros del complejo ESCRT-III hacia membranas 

cargadas negativamente. 

 

Una vez comprobada la capacidad de acción de los miembros del complejo ESCRT-

III de E. histolytica sobre la mezcla de lípidos reportada en la literatura, procedimos a 

evaluar su especificidad hacia lípidos cargados negativamente. Anteriormente se ha 

propuesto que la unión hacia membranas es realizada debido a fuerzas 

electrostáticas, en las que la porción N-terminal de las proteínas del complejo 

ESCRT-III, cuya carga neta es positiva, se une a la cabeza polar de lípidos con carga 

negativa (Henne et al., 2011). Para ello, generamos GUVs hechas de 100 mol% 

DOPG (fosfolípido con carga negativa) o 100 mol% DOPC (fosfolípido con carga 

zwitteriónica), en ambos casos se incluyó el fosfolípido TexasRed-PE (0.1 mol%) 

para poder visualizar la membrana.  
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Figura 30. Reconstitución de la maquinaria ESCRT-III. GUVs compuestas de 

POPC (62 mol%), POPS (10 mol%), colesterol (25 mol %), PtIns(3)P (3 mol%) y 

TexasRed-PE (0.1 mol%) (rojo) fueron incubadas con (A) Tris 50 mM, NaCl 300 mM 

pH 7.4, adicionando de forma progresiva: (B) 125 nM de EhVps20 (1-173) marcada 

con Alexa 488 (verde), (C) 300 nM de EhVps32, (D) 100 nM de EhVps24 y, (E) 100 

nM de EhVps2 durante 5 minutos de incubación a TA entre la adición de cada 

proteína, seguido por su análisis mediante microscopía confocal. Carril 1: canal rojo, 

TexasRed. Carril 2: Canal Verde, Alexa488. Carril 3: empalme. 
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Una vez generadas, las GUVs se incubaron con EhVps20(1-173), EhVps32 y 

EhVps24 nombrada en adelante como maquinaria ESCRT-III mínima. Al incubar 

EhVps20(1-173) con las dos poblaciones de GUVs, observamos la unión a la 

membrana de DOPG (Fig. 31, panel A) y no así a la membrana de DOPC (Fig. 31, 

panel B). De manera consecuente, se llevó a cabo formación de vesículas internas 

en DOPG-GUVs (Fig. 31, panel A), mientras que al incubarse con DOPC-GUVs no 

observamos la formación de las vesículas (Fig. 31, panel B). Como control, GUVs de 

ambas poblaciones fueron incubadas únicamente con el amortiguador que contiene a 

las proteínas. 

Por otro lado, para probar la preferencia de estas proteínas hacía distintos tipos de 

lípidos con carga negativa, generamos mezclas diferentes de los lípidos con carga 

negativa, PI(3)P, DOPG y DOPS, utilizando concentraciones crecientes de los 

mismos, diluidos en el lípido sin carga DOPC. Como resultado observamos que la 

maquinaria ESCRT-III mínima es más activa utilizando 40% de DOPS, en donde 

observamos formación de vesículas internas en 65% de las GUVs analizadas (Fig. 

31, línea roja).   

 

 

7.10.4 Acción de la maquinaria ESCRT-III mínima en membranas con 

separación de fase. 

Una de las principales funciones del colesterol es su capacidad para modular las 

propiedades fisicoquímicas de las membranas celulares y juega un papel importante 

en la organización lateral de la membrana (Wang et al., 2007). Al mezclar colesterol 

con fosfatidilcolinas saturadas y esfingomielina forma la fase líquida ordenada (Lo), 

mientras que al unirse a fosfadilcolinas insaturadas forma la fase líquida 

desordenada (Ld) (Crane y Tamm, 2004; Stottrup et al., 2004). Existen evidencias de 

que las proteínas de la maquinaria ESCRT-III inducen separación de fase en 

membranas lipídicas soportadas, lo cual podría facilitar la flexibilidad de la membrana 

para poder llevar a cabo la invaginación de la misma (Boura et al., 2012). Para 

analizar si las proteínas de la amiba eran capaces de inducir separación de fase en 

las membranas, generamos GUVs con la siguiente composición: colesterol (25 

mol%), DOPG (10 mol%), esfingomielina (65 mol%) e incluimos el fosfolípido 

marcado, DiI-PE (0.1 mol%) (rojo), de tal forma que las GUVs obtenidas se 

encontraban en la fase líquida ordenada (Lo-GUVs).  
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Figura 31. Acción de la maquinaria ESCRT-III mínima sobre membranas 

cargadas negativamente. GUVs compuestas de (A) DOPG (100 mol%) y 

TexasRed-PE (0.1 mol%) (rojo) o, (B) DOPC (100 mol%) y TexasRed-PE (0.1 mol%) 

(rojo) fueron incubadas con (a) Tris 50 mM, NaCl 300 mM pH 7.4, adicionando de 

forma progresiva: (b) 125 nM de EhVps20 (1-173) marcada con Alexa 488 (verde), 

(c) 300 nM de EhVps32 y 100 nM de EhVps24 durante 5 minutos de incubación a TA 

entre la adición de cada proteína, seguido por su análisis mediante microscopía 

confocal. Carril 1: canal rojo, TexasRed. Carril 2: Canal Verde, Alexa488. Carril 3: 

empalme. (C) GUVs generadas con PI(3)P (1, 2, 3 y 5 mol%); DOPS (5, 10 y 40 

mol%) o bien, DOPG (5, 10, 25, 50 y 70 mol%) llevado a 100 mol% con DOPC fueron 

incubadas con una mezcla de EhVps20 (1-173) (125 nM), EhVps32 (300 mM) y 

EhVps24 (100 mM) durante 15 min a t.a. y analizadas por microscopía confocal. El 

porcentaje de GUVs con vesículas internas fue cuantificado y graficado. Línea negra: 

PI(3)P. Línea roja: DOPS. Línea azul: DOPG. 
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Posteriormente, Lo-GUVs fueron incubadas con EhVps20(1-173) y concentraciones 

crecientes de EhVps32 (Fig. 32). Al incubar únicamente con EhVps20(1-173) 

observamos co-localización de la proteína con la membrana (Fig. 32, panel A). De 

forma interesante, al adicionar 250 nM de EhVps32, la proteína induce separación de 

fase, que se hace evidente por la formación de parches en los está presente el 

colorante DiI, el cual se localiza preferencialmente en la fase líquida desordenada. 

Asimismo, observamos colocalización de EhVps20(1-173) con este colorante (Fig. 

32, panel B). La separación de fase es más notoria al duplicar y cuadriplicar la 

concentración de EhVps32 adicionada (Fig. 32, panel C y D, respectivamente). Al 

graficar los resultados obtenidos, observamos una tendencia lineal de la separación 

de fase de la membrana en relación a la adición de la proteína EhVps32 (Fig. 32, 

panel E). Además, encontramos que los niveles de colocalización entre la proteína 

EhVps32 (1-173) (verde) y el lípido marcado con DiI (rojo) incrementa en forma lineal 

con la cantidad de proteína EhVps32 incluida. 

 

7.11 Interacción entre los miembros del complejo ESCRT-III y con otros 

miembros de la maquinaria ESCRT. 

Finalmente, con el objetivo de determinar el sitio topológico en el cual participan los 

miembros del complejo ESCRT-III en los trofozoítos, evaluamos algunas 

interacciones de EhVps32, proteína más abundante del complejo ESCRT-III. Debido 

a que se cuentan con pocos marcadores específicos del proceso de fagocitosis en E. 

histolytica, recurrimos al Lysotracker, el cual se utiliza para marcar organelos ácidos 

(≤6.5), ya que se sabe que los MVBs, sitio de acción de la maquinaria ESCRT-III en 

otros organismos, presenta un pH ácido. 

Para estos experimentos, nuevamente realizamos una cinética de eritrofagocitosis, 

tomando tiempos significativos a partir de los ensayos anteriores. En condiciones 

normales encontramos que EhVps32 se encuentra colocalizando con vesículas 

ácidas marcadas con Lysotracker (Fig. 33, tiempo 0 min, cabeza de flecha rellena). A 

los 5 min de iniciada la eritrofagocitosis, observamos que, al igual que en los 

resultados anteriores, EhVps32 se encuentra localizada sólo en algunos fagosomas 

que contienen eritrocitos, en donde co-localiza con Lysotracker (Fig. 33, tiempo 5 

min, cabeza de flecha rellena), este fenómeno se mantiene a los 30 minutos de 

iniciada la eritrofagocitosis (Fig. 33, tiempo 30 min, cabeza de flecha rellena).  
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Figura 32. Separación de fase en GUVs inducida por la proteína EhVps32. GUVs 

compuestas de Esfingomielina (65 mol%), DOPG (10 mol%), colesterol (25 mol %), 

PtIns(3)P (3 mol%) y DiI-PE (0.1 mol%) (rojo) fueron incubadas con (A) 125 nM de 

EhVps20 (1-173) marcada con Alexa 488 (verde),  adicionando: (B) 250 nM de 

EhVps32 (C) 500 nM de EhVps32, o bien, (D) 1000 nM de EhVps32, incubando 

durante 15 minutos, seguido por su análisis mediante microscopía confocal. Carril 1: 

canal rojo, DiI. Carril 2: Canal Verde, Alexa488. Carril 3: empalme. (E) 100 GUVs 

fueron analizadas y se graficó el procentaje de GUVs con separación de fase vs la 

concentración de la proteína EhVps32. (F) Cuantificación de la co-localización entre 

la membrana líquida desordenada y la proteína EhVps20(1-173) en función a la 

concentración de EhVps32 adicionada. 
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Finalmente a los 45 min de eritrofagocitosis, cuando ya está más avanzado el 

proceso de degradación, la proteína EhVps32 se redistribuye al citoplasma y ya no 

se encuentra presente en fagosomas; en cambio, aumenta la cantidad de fagosomas 

marcados con Lysotracker (Fig. 33, tiempo 45 min, flecha). En todos los tiempos, 

observamos fagosomas sin marca de EhVps32 (Fig. 33, tiempo 5-45 min, cabezas de 

flecha vacías).  

Resultados anteriores, demostraron la capacidad de unión in vitro entre EhVps32 y 

EhADH, un miembro de la familia ALIX (Bañuelos et al., 2011). Por otro lado, se ha 

demostrado que además de la vía canónica para reclutar a la maquinaria ESCRT-III 

en la membrana del endosoma, descrita en la introducción, existe otra ruta que 

involucra la participación de la proteína ALIX, en la cual la maquinaria ESCRT-III se 

recluta independiente del resto de la maquinaria (Dores et al., 2012). Para verificar la 

unión entre EhVps32 y EhADH durante la fagocitosis del parásito, nuevamente 

realizamos una cinética de eritrofagocitosis y mediante la técnica de 

inmunofluorescencia indirecta detectamos a EhVps32 (verde) y a la proteína EhADH 

(rojo). En condiciones basales encontramos que EhVps32 y EhADH muestran su 

localización normal previamente observada y además localizan en pequeñas 

vesículas presentes en el citoplasma (Fig. 34, tiempo 0, cabezas de flecha rellena). A 

los 5 min de iniciada la fagocitosis, observamos que en aquellos fagosomas en los 

cuales está presente la proteína EhVps32 también se encuentra enriquecida EhADH 

(Fig. 34, tiempo 5 min, cabezas de flecha rellena); mismo comportamiento que se 

mantiene a los 30 min de eritrofagocitosis (Fig. 34, tiempo 30 min, cabezas de flecha 

rellena). A 45 y 60 min, la proteína EhVps32 se encuentra dispersa en el citoplasma 

pero EhADH sigue presente en fagosomas (Fig. 34, tiempo 45 y 60 min, flecha). 

Nuevamente observamos algunos fagosomas que carecen de ambas marcas (Fig. 

34, cabezas de flecha vacías). 
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Figura 33. Colocalización de EhVps32 con Lysotracker. Trofozoítos de E. 

histolytica se incubaron a 37°C durante toda la noche con 2 μM de Lysotracker (rojo), 

posteriormente los trofozoítos fueron co-incubados con eritrocitos humanos de tipo 

O+ en una relación 1:30 a diferentes tiempos. Las preparaciones se incubaron con 

los anticuerpos específicos α-EhVps32, seguido por los anticuerpos secundarios 

acoplados a FITC (verde), para su posterior análisis mediante microscopía confocal. 

Carril 1: campo claro. Carril 2: canal verde, FITC. Carril 3: canal rojo, Lysotracker. 

Carril 4: Empalme. Barra: 10 µm 
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Figura 34. Colocalización de EhVps32 con EhADH. Trofozoítos de E. histolytica se 

co-incubaron a 37°C con eritrocitos humanos de tipo O+ en una relación 1:30 a 

diferentes tiempos; las preparaciones se incubaron con los anticuerpos específicos α-

EhVps32, seguido por los anticuerpos secundarios acoplados a FITC (verde); y α-

EhADH, seguido por anticuerpos secundarios acoplados a TRITC (rojo), para su 

posterior análisis mediante microscopía confocal. Carril 1: campo claro. Carril 2: 

canal verde, FITC. Carril 3: canal rojo, TRITC. Carril 4: Empalme. Barra: 10 µm 
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7.12 Efectos de la sobre-expresión y el silenciamiento de EhVps32 en la 

eritrofagocitosis de E. histolytica 

Con el objetivo de evaluar la participación de la maquinaria ESCRT-III de E. 

histolytica sobre la eritrofagocitosis en este parásito, llevamos a cabo la sobre-

expresión y el silenciamiento de la proteína EhVps32, que es la más abundante de la 

maquinaria ESCRT-III. 

Para lograr la sobre-expresión, trofozoítos de E. histolytica fueron transfectados con 

el vector pNEO/Ehvps32-HA. Como control, se transfectó el vector pNEO vacío en 

trofozoítos. Después de 12 horas de recuperación, la sobre-expresión de la proteína 

se confirmó mediante ensayos de western blot, al realizar el análisis densitométrico 

encontramos que los trofozoítos transfectados con pNEO/EhVps32-HA expresan 

entre 1.6 a 2 veces más la proteína EhVps32, en comparación con los trofozoítos 

transfectados con el vector vacío y trofozoítos no transfectados, respectivamente 

(Fig. 35, panel A). 

En el caso del silenciamiento, el vector pSAP2/GunmaEhVps32-431 fue transfectado 

en la cepa G3, utilizada para silenciamiento post-transcripcional de genes en E. 

histolytica. Los trofozoítos generados fueron cultivados en presencia de 7 μg/ml del 

antibiótico G418 y presentaban una tasa de crecimiento similar a la cepa G3, 

utilizada como control para estos ensayos. El nivel de expresión de la proteína 

EhVps32 fue analizada mediante ensayos Western-blot y encontramos una reducción 

del 80% en la cantidad de EhVps32 comparada con la cepa G3 (Fig. 35, panel A). 

Los trofozoítos transfectantes generados fueron sometidos a cinética de 

eritrofagocitosis durante 2, 5 y 30 min, finalizado este tiempo los trofozoítos fueron 

procesados para realizar la cuantificación de hemoglobina en el interior de trofozoítos 

a los diferentes tiempos de fagocitosis. A todos los tiempos evaluados, observamos 

que en trofozoítos que sobre-expresan la proteína EhVps32, la ingesta de eritrocitos 

se encuentra aumentada entre 56 a 105% más, en comparación con las amibas 

transfectadas con el vector vacío (Fig.35, panel B). De forma paralela, después de 20 

min, el silenciamiento de la proteína ocasionó una disminución del 80% en la 

cantidad de eritrocitos ingeridos al comparar con la cepa G3  (Fig. 36, panel B). Al 

realizar una tinción con 3,3´-diaminobenzidina y observar mediante microscopía de 

luz, estas diferencias resultan evidentes (Fig. 35 y 36, panel C). 
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Figura 35. Sobre-expresión de EhVps32. (A) Ensayos de Western blot utilizando 

extractos de proteínas totales de trofozoítos en diferentes condiciones y empleando 

los anticuerpos α-EhVps32r o α-actina como control de carga. Carril 1: clona A. Carril 

2: trofozoítos transfectados con pNEO. Carril 3: trofozoítos transfectados con 

pNEOEhvps32-HA. (B) Análisis densitométrico de las bandas encontradas en (A), 

normalizadas con la proteína actina. (C) Tasa de eritrofagocitosis en trofozoítos 

transfectados. p<0.001 (***). (D) Trofozoítos incubados con eritrocitos durante 30 min 

y posteriormente teñidos con diaminobencidina, para su posterior análisis por 

microscopía de luz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



135 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



136 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Silenciamiento de EhVps32. (A) Ensayos de Western blot utilizando 

extractos de proteínas totales de trofozoítos y empleando los anticuerpos α-

EhVps32r o α-actina como control de carga. Carril 1: clona G3. Carril 2: trofozoítos 

transfectados pSAP2/GunmaEhVps32-431. (B) Análisis densitométrico de las bandas 

encontradas en (A), normalizadas con la proteína actina. (C) Tasa de eritrofagocitosis 

en trofozoítos transfectados. p<0.001 (***). (D) Trofozoítos incubados con eritrocitos 

durante 30 min y posteriormente teñidos con diaminobencidina, para su posterior 

análisis por microscopía de luz. 
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8. Discusión 

Uno de los principales mecanismos de virulencia del protozoario E. histolytica es la 

fagocitosis, por medio de la cual la amiba internaliza células inmunes y no inmunes 

del ser humano, bacterias y otras partículas, junto con fragmentos de su propia 

membrana lipídica (Orozco et al., 1983; Ravdin et al., 1980). La fagocitosis involucra 

la participación de moléculas y proteínas que contribuyen a la formación y 

maduración del fagosoma (Yeung y Grinstein, 2007). Al igual que en la endocitosis, 

en el proceso de maduración del fagosoma se forman organelos especializados de 

forma subsecuente, denominados fagosomas tempranos, cuerpos multivesiculares 

(MVBs), fagosomas tardíos y fagolisosomas que varían en su composición proteica y 

lipídica así como en el pH interno (Flannagan et al., 2012). Los MVBs son estructuras 

que se caracterizan por la presencia de vesículas internas, denominadas vesículas 

intraluminales (ILVs) y son el sitio donde se lleva a cabo la diferenciación entre las 

moléculas destinadas a degradación y las que serán recicladas hacia la membrana 

plasmática y otros organelos. Un proceso que resulta de vital importancia en los 

mecanismos mediados por receptor, como es el caso de la fagocitosis (Hurley, 2008).  

La formación de las ILVs es conducida por la acción secuencial de los miembros de 

la maquinaria ESCRT (complejos de direccionamiento endosomal requeridos para 

transporte), en la cual, una serie de proteínas se asocian a la membrana del 

endosoma de forma orquestada y regulada por señales específicas como la 

monoubiquitinación. De esta manera, se facilita el proceso de deformación de la 

membrana mediante una serie de pasos que son topológica y mecánicamente 

distintos a los descritos para la vía de la formación de vesículas recubiertas por 

clatrina (Hurley y Emr, 2006; Shen et al., 2014; Wollert et al., 2009). 

La maquinaria ESCRT se encuentra dividida en 5 subcomplejos denominados 

ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II, ESCRT-III y complejo asociado al ESCRT-III (Babst, 

2005). El ESCRT-III se encuentra altamente conservado en eucariontes e incluso 

está presente en algunos miembros del reino Archae (Leung et al., 2008), en donde 

participa en la división celular. Este alto grado de conservación evolutiva sugiere la 

importancia de este complejo (Leung et al., 2008; Samson et al., 2008). El complejo 

ESCRT-III se encuentra formado por cuatro proteínas denominadas Vps2, Vps20, 

Vps32 y Vps24 (Babst et al., 2002a). Todas poseen en su extremo N-terminal un 

dominio SNF7, el cual es un dominio estructural formado por 4 alfa-hélices que se 

superenrrollan dando lugar a dominios coiled-coil, responsables de la formación de 
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multímeros (Shen et al., 2014). El mecanismo de acción del complejo ESCRT-III no 

se encuentra bien establecido; sin embargo, el más aceptado inicia con la unión de 

Vps20 hacia la membrana del endosoma que se está invaginando; a continuación, 

recluta a Vps32, que forma polímeros en forma de anillos y contribuye en el 

estrechamiento del cuello de la vesícula naciente. Finalmente, el sub-complejo 

formado por Vps24 y Vps2 participa en la escisión de la vesícula intraluminal. 

Además de participar en la formación de MVBs, la maquinaria ESCRT-III se 

encuentra involucrada en otros eventos celulares, tales como reparación de la 

membrana plasmática, gemación de virus envueltos y citocinesis, entre otros 

(Guizetti et al., 2011; von Schwedler et al., 2003). En todos los casos se observa el 

ensamblaje de la maquinaria ESCRT-III sobre la membrana que se está deformando 

y participa en el proceso de escisión de la misma (Henne et al., 2013). 

Al realizar un análisis in silico en el genoma de E. histolytica se encontró la presencia 

de 19 miembros putativos de la maquinaria ESCRT y mediante ensayos de RT-PCR, 

se encontró el transcrito de 15 de estos genes (López-Reyes et al., 2010). Sin 

embargo, únicamente se ha caracterizado a la proteína EhVps4, ATPasa necesaria 

para la disociación de la maquinaria de la membrana de los endosomas (López-

Reyes et al., 2010); y a EhADH, que posee un dominio Bro1, característico de los 

miembros de la familia de proteínas ALIX, involucrados en varios procesos de 

señalización celular (Bañuelos et al., 2005). Además, durante mi trabajo de tesis de 

maestría, se identificó a EhVps32, la proteína más abundante del complejo ESCRT-

III (Avalos-Padilla, 2012). EhVps4, EhADH y EhVps32 presentaron cambios en su 

localización durante la eritrofagocitosis, relocalizándose alrededor de eritrocitos 

ingeridos, lo cual sugiere fuertemente la participación de la maquinaria en la 

fagocitosis de E. histolytica. 

Durante este trabajo, nos enfocamos en la caracterización de EhVps2, EhVps20 y 

EhVps24, miembros de la maquinaria ESCRT-III de E. histolytica. Debido a los 

antecedentes en otros organismos y a la presencia de EhVps32, también miembro de 

ESCRT-III, alrededor de fagosomas durante la eritrofagocitosis, decidimos investigar 

la participación del complejo ESCRT-III durante la fagocitosis de eritrocitos, así como 

elucidar la función de cada una de las proteínas utilizando el modelo de vesículas 

gigantes unilamelares (GUVs). 

Las proteínas del complejo ESCRT-III de E. histolytica encontradas por López-Reyes 

corresponden a EhVps2, EhVps24 y EhVps32. Sin embargo, no encontró un 
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candidato para EhVps20 (López-Reyes et al., 2010). Mediante una búsqueda en la 

base de datos de amibas (AMOEBADB), utilizando el dominio SNF7, encontramos 4 

proteínas: EhVps2, EhVps24 y EhVps32, descritas anteriormente por López-Reyes y 

una proteína extra a la que denominamos EhVps20. Para verificar que se trataba del 

homólogo de Vps20 en levadura y CHMP6 en humano, realizamos un análisis blast 

para obtener los valores de Identidad (%I) y similitud (%S) así como el valor de e, los 

cuales cuantifican las relaciones evolutivas entre distintas secuencias. Al comparar la 

proteína encontrada con su homólogo en levadura observamos una identidad del 

23%, mismo porcentaje encontrado al comparar con CHMP6, su homólogo en 

humano. Como podemos observar en la tabla 2, los valores obtenidos para todas las 

proteínas del complejo ESCRT-III no son altos (20-29 %I, y 19-55 %S), si se 

comparan con otros casos de homología. Sin embargo, se ha estudiado que los 

miembros de la maquinaria ESCRT-III en diferentes organismos poseen valores de 

%I y %S relativamente bajos, lo cual indica que presentan pocas similitudes en su 

secuencia primaria. 

La razón por la cual se clasifican como homólogos de la maquinaria ESCRT-III es 

debido a la presencia del dominio SNF7, el cual es un dominio estructural formado 

por dominios coiled-coil que permiten la interacción con otras proteínas y moléculas 

(Babst et al., 2002a).  

Para continuar con la caracterización in silico de estas proteínas, realizamos la 

predicción de las estructuras secundarias y terciarias teóricas de cada una de ellas. 

En todos los casos encontramos al menos 5 hélices alfa, 4 en el extremo N-terminal 

ricas en aminoácidos con carga positiva (dominio SNF7) y una última en el C-

terminal, rica en aminoácidos con cargas positivas. Además, localizamos una región 

conservada denominada como k-linker (Fig. 6), la cual es rica en aminoácidos 

hidrófobos que permiten que la proteína se pliegue de tal forma que la quinta hélice 

alfa, bloquee al dominio SNF7, sitio responsable de la unión a los lípidos cargados 

negativamente presentes en la membrana de los endosomas (Bajorek et al., 2009). 

De igual manera, la predicción de las estructuras 3D nos muestran que las proteínas 

presentes en la amiba conservan una estructura similar a sus homólogos en levadura 

y humano, siendo evidente su mayor similitud a las proteínas presentes en el 

humano (Fig. 6) 

Una vez caracterizados los genes candidato y comprobada su expresión a nivel de 

mensajero en E. histolytica, las proteínas recombinantes GST-EhVps2, GST-
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EhVps20 y GST-EhVps24 fueron expresadas y purificadas para generar anticuerpos 

policlonales específicos que nos permitieran conocer la expresión y localización de 

estas proteínas en la amiba. Las proteínas fueron purificadas gracias a la etiqueta de 

GST partiendo de lisados bacterianos en los cuales se indujo la producción de las 

distintas proteínas (Fig. 16 y 17). Una vez purificadas, la etiqueta de GST fue cortada 

utilizando la enzima Precission Protease que reconoce una secuencia conservada 

entre la proteína y la etiqueta de GST. Las proteínas recombinantes generadas 

EhVps20 y EhVps24 migraron a pesos moleculares mayores a los esperados, que 

fueron obtenidos al restar 26 kDa de la etiqueta de GST. En el caso de EhVps20 

migró a 39 kDa, cuando el peso esperado es de 24 kDa (Fig. 16, panel D) y; 

EhVps24 migró a 31 kDa cuando su peso se esperaba en 24 kDa (Fig. 16, panel H). 

Esta migración aberrante ya ha sido observada en otros sistemas y se piensa que se 

debe a una propiedad intrínseca de la proteína, por ejemplo, la gran cantidad de 

aminoácidos cargados que posee (Babst et al., 2002a). EhVps2 purificada migró al 

peso esperado de 28 kDa (Fig. 16, panel B).  

De forma interesante, observamos que al eliminar la quinta alfa-hélice de EhVps20, 

rica en aminoácidos con carga negativa, la proteína trunca purificada, migra al peso 

molecular esperado de 20 kDa (Fig. 16, panel F). Este resultado refuerza la teoría de 

que la migración aberrante se debe a la naturaleza cargada de la proteína. 

A partir de las proteínas recombinantes purificadas, se generaron anticuerpos en 

conejos New Zealand, para el caso de EhVps20 y EhVps24, o en ratas Wistar para 

EhVps2. Una vez obtenidos los anticuerpos, se comprobó la especificidad de los 

mismos utilizando extractos de proteínas totales de bacterias en los cuales se indujo 

la expresión de las proteínas recombinantes. Probada la especificidad de los 

anticuerpos α-EhVps2, α-EhVps20 y α-EhVps24 en el sistema bacteriano, utilizamos 

extractos proteicos de trofozoítos de la clona A para llevar a cabo la identificación de 

las proteínas EhVps2, EhVps20 y EhVps24 en la amiba. Los anticuerpos α-EhVps2 

reconocieron dos bandas, una de ~28 kDa, peso molecular igual al esperado y otra 

de ~56 kDa que corresponde probablemente a una forma dimérica de la proteína 

estudiada (Fig. 19, panel A, carril 2). Por otro lado, los anticuerpos α-EhVps20 

detectaron una banda única de 39 kDa, peso molecular mayor al esperado de 24 kDa 

(Fig. 20, panel A, carril 2), pero como se describió anteriormente, se lo atribuimos a la 

naturaleza cargada de la proteína. Los anticuerpos α-EhVps24 detectaron una banda 

de 31 kDa, mayor al peso esperado de 24 kDa (Fig. 21, panel A, carril 2). Por otro 
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lado, los sueros preinmunes, utilizados a las mismas diluciones que los anticuerpos 

obtenidos, no reaccionaron con los extractos totales de amiba (Fig. 19-21, panel A, 

carril 1), demostrando que los anticuerpos generados reconocen de forma exclusiva 

a epítopes presentes en cada una de las proteínas estudiadas. 

A continuación, evaluamos la localización subcelular de EhVps2, EhVps20 y 

EhVps24 en trofozoítos mantenidos en cultivo. Utilizando los diferentes anticuerpos 

generados y mediante la técnica de microscopía confocal, localizamos a las 

proteínas EhVps2 y EhVps24 en forma abundante en el citoplasma de los trofozoítos, 

localizadas en estructuras punteadas que sugerimos se trata de vesículas 

citoplásmicas (Fig. 19 y 21, panel B). Sin embargo, es necesario realizar ensayos 

más finos, como la microscopía electrónica, para delimitar su presencia en vesículas. 

Por otro lado, EhVps20, además de estar presente en estructuras punteadas del 

citoplasma de trofozoítos, se encuentra localizada a nivel de membrana (Fig. 20, 

panel B). Para verificar si la proteína se encuentra presente en la membrana interna 

o externa, realizamos los ensayos de microscopía confocal en trofozoítos no 

permeabilizados, de tal manera que se impide la entrada de la mayor parte de 

anticuerpos y únicamente se da el reconocimiento de las proteínas presentes en la 

membrana externa (Fig. 20, panel D). Al no observar marca en la membrana de 

trofozoítos no permeabilizados, concluimos que la proteína se encuentra presente 

únicamente en la cara interna de la membrana plasmática. 

Dado que otras proteínas de la maquinaria ESCRT como EhVps4, EhADH y 

EhVps32 se relocalizan durante la eritrofagocitosis de E. histolytica (Avalos-Padilla, 

2012; Bañuelos et al., 2005; López-Reyes et al., 2010), analizamos si EhVps2, 

EhVps20 y EhVps24 también participan en este proceso. Para tales fines, realizamos 

una cinética de eritrofagocitosis desde 0 hasta 60 minutos de interacción con 

eritrocitos. Como era de esperarse, EhVps2, EhVps20 y EhVps24 se relocalizan 

alrededor de los eritrocitos ingeridos desde tiempos muy tempranos (5 min) hasta 

tiempos tardíos de fagocitosis (45 min) (Figs. 23-25), mismo fenómeno observado al 

inmunolocalizar EhVps32 durante la eritrofagocitosis (Fig. 22). Estos resultados 

muestran que las proteínas del complejo ESCRT-III podrían tener un papel 

importante en la eritrofagocitosis de E. histolytica.  

Para reforzar la participación del complejo ESCRT-III en el proceso de fagocitosis de 

E. histolytica, realizamos ensayos de co-localización de EhVps32 con EhADH, una 

proteína que se ha descrito participa de manera activa en la virulencia del parásito, 
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incluida la fagocitosis (Arroyo y Orozco, 1987; Bañuelos et al., 2005). Nuestros 

resultados demostraron que durante la eritrofagocitosis, ambas proteínas co-localizan 

en algunos de los fagosomas presentes en el citoplasma de los trofozoítos 

estudiados desde tiempos muy tempranos (5 min). La unión cesa posterior a los 30 

min de eritrofagocitosis, tiempo al cual, EhVps32 recupera su localización 

citoplásmica (Fig. 34). En otros estudios se encontró que ALIX, proteína homóloga de 

EhADH, es capaz de reclutar a la maquinaria ESCRT-III de una forma independiente 

del resto de los subcomplejos (Dores et al., 2012). El hecho de que ambas proteínas 

se hayan encontrado a tiempos tempranos de fagocitosis, sugiere que el 

reclutamiento de la maquinaria ESCRT-III pueda ser mediado por una vía similar a la 

descrita anteriormente; en la cual, EhADH al estar expuesta en la membrana celular 

del trofozoíto sirve como molécula receptora de eritrocitos, y una vez internalizada 

junto con el fagosoma, EhVps32 y el resto de la maquinaria ESCRT-III son reclutados 

por acción de EhADH.  

La presencia de las proteínas estudiadas en tiempos fijos de eritrofagocitosis, indican 

que estas participan en un tipo de fagosoma determinado. A pesar de que se carece 

de marcadores apropiados de la maduración de fagosomas en E. histolytica, se ha 

usado Lysotracker red para marcar endosomas con pH ácido. Al realizar los ensayos 

de co-localización entre este marcador y EhVps32, encontramos que la proteína se 

une exclusivamente a fagosomas con pH ácido (Fig. 33). Además observamos que a 

tiempos donde la fagocitosis de eritrocitos ya se encuentra más avanzada, EhVps32 

no se encuentra rodeando estos fagosomas. Con estos resultados concluimos que 

EhVps32 y posiblemente el resto de la maquinaria ESCRT-III no participa en tiempos 

tempranos ni tardíos de la fagocitosis, sino en una etapa intermedia de este evento, 

lo cual coincide con la formación de MVBs en la endocitosis descrita en eucariontes 

(Huotari y Helenius, 2011). 

Durante los ensayos de eritrofagocitosis, también encontramos que EhVps24 y 

EhVps2, migran hacia el núcleo a los 60 min de iniciada la ingestión de eritrocitos 

(Figs. 23 y 25, 60 min). Es posible que estas proteínas sean reclutadas al núcleo 

para cumplir una función adicional; sin embargo, es necesario realizar más 

experimentos que nos permitan dilucidar la función de estas proteínas en el núcleo. 

Algunos estudios demuestran que miembros de la maquinaria ESCRT-III son 

necesarios para mantener la compartamentalización nuclear que es mediada por los 

complejos de poro nuclear (NPC por sus siglas en inglés). En este caso, la 
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maquinaria ESCRT-III se ensambla en el sitio donde se encuentran NPC deficientes 

y los elimina del sistema, manteniendo la correcta función de estas estructuras 

(Webster et al., 2014). Es posible que las proteínas de la amiba puedan estar 

cumpliendo una función similar, pero es necesario realizar ensayos adicionales para 

verificar esta hipótesis. 

Debido a la naturaleza transitoria de la maquinaria ESCRT-III en la membrana del 

endosoma, resulta difícil purificar el complejo y estudiar esta maquinaria in vivo. Sin 

embargo, la existencia de modelos membranales permite la investigación de esta 

maquinaria in vitro. Previamente, Wollert et al, empleó el modelo de vesículas 

gigantes unilamelares (GUVs) para estudiar la maquinaria ESCRT-III de S. cerevisiae 

(Wollert et al., 2009). Nosotros, en colaboración con la Dra. Rumiana Dimova del 

departamento de Teoría y Biosistemas del Instituto Max Planck de Coloides e 

Interfaces, analizamos el comportamiento de las proteínas ESCRT-III de E. histolytica 

en el modelo de GUVs. 

Las rutas de reclutamiento de ESCRT-III en membranas, descritas hasta el momento, 

requieren de señales activadoras y el ensamblaje de proteínas previo a la 

incorporación de la maquinaria ESCRT-III (Im et al., 2009). Para simplificar nuestro 

sistema y con el conocimiento de que el subcomplejo-I formado por Vps20 y Vps32 

es el único que se encuentra en contacto directo con la membrana del endosoma 

(Winter y Hauser, 2006), generamos dos proteínas truncas EhVps20(1-173) (Fig. 16, 

panel E) y EhVps32(1-165) (Fig. 16, panel A) , las cuales carecen del extremo C-

terminal que, como se explicó anteriormente, corresponde al sitio responsable de la 

autoinhibición de la proteína (Bajorek et al., 2009). Al remover la última alfa hélice, 

obtenemos proteínas cuyo sitio de unión se encuentra expuesto de forma basal y 

evita la necesidad de utilizar señales activadoras extras.  

Empleando las proteínas truncas, evaluamos la capacidad de unión de estas 

proteínas activas hacia membranas lipídicas. Para este experimento generamos 

GUVs con la composición reportada previamente por Wollert, en la cual están 

presentes dos lípidos con carga negativa: POPS (10 mol%) y PI(3)P (3 mol%) que 

sirven como sitio de unión de las proteínas, ya que al poseer aminoácidos con carga 

positiva, se unen electrostáticamente a lípidos cargados negativamente. Las GUVs 

generadas fueron marcadas con un lípido unido a Texas-Red de tal forma que 

pudiéramos visualizar las vesículas en el canal rojo. Por otro lado, las proteínas 

EhVps20(1-173) y EhVps32(1-165) así como formas completas de estas proteínas, 
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fueron marcadas con el fluorocromo Alexa 488 que observamos en el canal verde. La 

capacidad de unión fue cuantificada en función a la co-localización entre ambos 

fluorocromos. Después de incubar GUVs con cada una de las proteínas, 

encontramos que en ambos casos, hay mayor colocalización entre proteína y 

membrana cuando se trabaja con las formas truncas de las proteínas (15-45%) 

comparado a la forma completa de las mismas (3-5%) (Fig. 29). Asimismo, 

observamos que la mejor unión (45%) se presenta cuando se incuban las GUVs con 

EhVps20(1-173) en comparación con EhVps32(1-165) (15%), lo cual sugiere una 

mayor especificidad de EhVps20 hacia las membranas (Fig. 29). Por tal razón el 

resto de los experimentos en el modelo de GUVs fue realizado utilizando EhVps20(1-

173) como iniciador y desencadenante de la unión de la maquinaria ESCRT-III hacia 

la membrana de la vesícula. 

A continuación, procedimos a realizar la reconstitución de la maquinaria ESCRT-III 

en el mismo modelo, de una forma similar a la descrita por Wollert, en la cual se 

incuban GUVs, con cada una de las proteínas en el orden descrito en la literatura 

(Vps20-Vps32-Vps24-Vps2) dejando 5 min de incubación entre la adición de cada 

proteína (Wollert et al., 2009). Mediante este ensayo, encontramos que EhVps32 y 

EhVps20(1-173) son suficientes para generar invaginaciones en la membrana, 

formando pequeñas vesículas que aún se encuentran unidas a la membrana externa. 

Estas vesículas son liberadas hacia el interior de la GUV formando las vesículas 

intraluminales (ILVs) una vez que se adiciona EhVps24, fenómeno que fue 

observado en al menos 64% de las vesículas observadas. La última proteína incluida, 

EhVps2, parece no ser necesaria para la formación de vesículas intraluminales y en 

cambio pudiese estar controlando el tamaño de la vesícula intraluminal generada al 

igual que sucede en humanos {Henne, 2012 #555}, de igual manera el porcentaje de 

GUVs con ILVs cuantificado para esta última condición fue 71%, lo que confirma que 

no hay diferencia significativa en la formación de ILVs pero sí en el tamaño de las 

ILVs generadas (Fig. 30, panel B). Debido a este resultado, en ensayos posteriores 

únicamente se emplearon EhVps20(1-173), EhVps32 y EhVps24, al cual 

denominamos maquinaria ESCRT-III mínima. Asimismo, realizamos ensayos en los 

cuales se omitió la adición de EhVps20(1-173) o se sustituyó por EhVps32(1-165) y 

no observamos la formación de ILVs, lo cual indica que la función de ambas 

proteínas no es redundante (Fig. 30). 
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Para continuar con la caracterización de la maquinaria ESCRT-III, realizamos 

ensayos para analizar su especificidad hacia lípidos cargados negativamente, los 

cuales están en presentes en endosomas y la cara interna de la membrana 

plasmática, sitio de acción de la maquinaria ESCRT-III (Bissig y Gruenberg, 2013). 

Los dominios de unión a fosfolípidos que están presentes en proteínas que 

interaccionan transitoriamente con membranas, poseen una afinidad relativamente 

baja para asegurar cinéticas rápidas de asociación-disociación. Estos dominios 

pueden ser de reconocimiento específico de lípidos raros como fosfoinosítidos o a 

través de reconocimiento específico de propiedades fisicoquímicas de la bicapa tales 

como grado de curvatura, carga o empaquetamiento lipídico (Bissig y Gruenberg, 

2013). En el caso de los miembros de la maquinaria ESCRT-III, el reconocimiento se 

lleva a cabo por propiedades fisicoquímicas de la membrana, ya que se une a 

membranas altamente curveadas y con carga negativa. Por esta razón, realizamos 

un ensayo en el cual generamos GUVs con 100 mol% de DOPC, un lípido sin carga, 

o bien 100 mol% de DOPG, lípido cargado negativamente, y probamos la maquinaria 

ESCRT-III mínima, Como era de esperarse, únicamente en las vesículas formadas 

por DOPG se observó unión de EhVps20(1-173) y la posterior formación de ILVs, no 

así en las GUVs formadas con DOPC (Fig. 31, paneles A y B). Para delimitar un poco 

más el tipo de lípido al que se unen las proteínas de la maquinaria ESCRT-III, 

generamos GUVs con tres tipos de lípidos cargados negativamente: PI(3)P, DOPS y 

DOPG, los resultados demostraron que la maquinaria ESCRT-III presenta mayor 

actividad en las vesículas que contienen DOPS (65% de formación de ILVs), lo cual 

coincide con lo reportado en la literatura, ya que la maquinaria ESCRT-III se une 

preferencialmente a DOPS (Fig. 31, panel C). Mapeos de alta resolución mediante 

microscopía electrónica de transmisión revelaron que fosfatidilserina (PS) no se 

encuentra homogéneamente distribuida en la membrana plasmática, sino localizada 

en nanoclusters, los cuales se asocian a colesterol y caveolas ricas en esfingomielina 

(Farin, 2011). De forma interesante, colesterol y esfingomielina también se 

encuentran asociadas a PS en endosomas tempranos y de reciclaje por lo que se 

puede especular que PS se compartimentaliza preferencialmente con membranas 

ricas en colesterol in vivo, las cuales son destinadas al reciclaje celular. Esto resulta 

de gran importancia, ya que las poblaciones de  proteínas del complejo ESCRT-III 

deben mantenerse constantes, de tal forma, que al asociarse a lípidos cuyo destino 
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es el reciclaje y no la degradación, podría contribuir al mantenimiento del “pool” de 

proteínas en el parásito. 

En sistemas celulares, el colesterol es capaz de modular las propiedades 

fisicoquímicas de las membranas celulares, tal es el caso de la organización lateral 

de la membrana. De tal manera, mezclas de fosfatidilcolinas saturadas y 

esfingomielinas forman la denominada fase líquida ordenada (Lo), mientras que 

cuando se une a fosfatidilcolinas insaturadas, se forma la fase líquida desordenada 

(Ld). Al analizar el comportamiento de la maquinaria ESCRT-III en membranas con 

esfingomielina, encontramos que la adición de EhVps32 ocasionaba la separación de 

fase en estas vesículas de una forma dependiente a la cantidad de EhVps32 

adicionada (Fig. 32). Además, encontramos que el subcomplejo formado por 

EhVps20(1-173)-EhVps32 se localizaba en el dominio Ld de la membrana, ya que el 

fluorocromo incluido en la mezcla de lípidos se encuentra asociado a 

fosfatidiletanolamina (PE), el cual se sabe migra hacia zonas Ld. Este resultado 

resulta de gran importancia, ya que la generación de la separación de fase puede 

inducir tensión lineal en la membrana, que a valores suficientemente grandes, 

pueden favorecer la invaginación y escisión de la membrana, procesos mediados por 

la maquinaria ESCRT-III (Boura et al., 2012). 

A pesar de que la separación de fase favorezca la invaginación de la membrana, la 

tensión que se genera por este fenómeno no es suficiente para liberar las vesículas 

intraluminales que observamos. Para ello, es necesario que las proteínas se unan a 

la membrana y polimericen de tal manera que se lleve a cabo el estrechamiento del 

cuello de la vesícula naciente y la escisión de la misma. Mediante ensayos de tinción 

negativa, en los que utilizamos las proteínas EhVps32 y EhVps24 recombinantes 

purificadas y utilizando microscopía electrónica de transmisión, observamos que 

ambas proteínas son capaces de polimerizar en forma de anillos y cuerdas, 

propiedad que facilitaría la formación de vesículas intraluminales (Fig. 26). 

Finalmente, para evaluar la participación de la maquinaria ESCRT-III en la fagocitosis 

del parásito, llevamos a cabo la sobre-expresión y el silenciamiento de EhVps32, la 

proteína más abundante de la maquinaria ESCRT-III. En ambos casos, la cantidad 

de proteína EhVps32 fue cuantificada mediante ensayos de Western blot en los que 

se utilizó a la proteína actina para normalizar los valores (Figs. 35 y 36, paneles A y 

B).  
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Durante la sobre-expresión, el análisis densitométrico reveló un aumento de ~60% de 

proteína EhVps32 en trofozoítos transfectados con pNEO-EhVps32-HA en 

comparación con los transfectados con el vector vacío o bien con trofozoítos wild 

type (Fig. 35, panel B). Un análisis ultra-estructural de estos trofozoítos, reveló que, 

en aquellos donde se encontraba sobre-expresada la proteína EhVps32, aparecían 

cambios morfológicos en el citoplasma de trofozoítos (Fig. 28, panel B). Más aún 

encontramos estructuras multilamelares en forma de círculos concéntricos (Fig. 28, 

panel C) similares a las reportadas en células COS7 donde se sobre-expresó 

CHMP4B, homólogo de EhVps32 (Hanson et al., 2008). Acorde a este resultado, al 

analizar trofozoítos que sobre-expresan EhVps32 mediante microscopía electrónica 

de barrido, encontramos dos alteraciones morfológicas al compararlos con trofozoítos 

transfectados únicamente con el vector vacío. En primer lugar, encontramos 

proyecciones de la membrana citoplásmica (Fig. 28, panel F), y en segundo, 

observamos la aparición de orificios en la membrana del trofozoíto con un tamaño 

aproximado de 0.3-0.7 μm (Fig. 28, panel E), que superan al tamaño de los orificios 

propios de la endocitosis basal de trofozoítos transfectados con el vector vacío (Fig. 

28, panel G). A partir de estas imágenes, concluimos que la proteína EhVps32 al 

estar sobre-expresada, carece de regulación y se une a membranas negativas, 

incluyendo la cara interna de la membrana plasmática, ocasionando este tipo de 

alteraciones morfológicas, al igual que sucede al sobre-expresar CHMP4B en células 

COS7 (Hanson et al., 2008).  

En el ensayo de eritrofagocitosis, encontramos que en aquéllos trofozoítos donde se 

sobre-expresa EhVps32, la ingesta de eritrocitos aumenta en comparación con 

trofozoítos transfectados con el vector vacío. El aumento observado fue de ~10%, 

~40% y 60% a los 2, 5 y 30 min, respectivamente (Fig. 35, panel C).  

Por otro lado, al realizar el silenciamiento, observamos un abatimiento de ~80% de la 

proteína EhVps32 (Fig. 36, paneles A y B) comparado con la cepa G3, utilizada como 

control. En este caso, al realizar los ensayos de eritrofagocitosis, encontramos que la 

ingesta de eritrocitos está prácticamente anulada (~1-5%) a los 2 y 5 min de iniciada 

la eritrofagocitosis (Fig. 36, panel C). Por otro lado, a los 30 min, observamos sólo 

una ingesta del 20% en comparación con la cepa control (Fig. 36, panel C). Este 

resultado junto con el de la sobre-expresión nos indica que la proteína EhVps32, y 

posiblemente el resto de la maquinaria ESCRT-III resulta fundamental para el 

proceso de fagocitosis de E. histolytica. 
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A pesar de que se ha descrito que la maquinaria ESCRT-III participa en endocitosis 

mediada por receptores {Hurley, 2008 #92}, este trabajo constituye la primera 

evidencia de su participación durante la fagocitosis. De igual manera también es la 

primera vez que se describe la presencia y función de la maquinaria ESCRT-III en 

parásitos, lo cual sugiere al igual que las evidencias en otros organismos, que la 

maquinaria ESCRT se encuentra conservada en sus funciones a lo largo de la línea 

eucarionte. 
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9. Conclusiones 

Durante este proyecto expresamos y purificamos a las proteínas recombinantes 

EhVps2, EhVps20 y EhVps24 a partir de las cuales realizamos anticuerpos 

policlonales en diferentes especies animales. Con el uso de estos anticuerpos 

demostramos la expresión de EhVps2, EhVps20 y EhVps24 en extractos amibianos 

con pesos moleculares de 28, 39 y 31 kDa, respectivamente. También localizamos a 

cada una de estas proteínas en estructuras punteadas en el citoplasma de trofozoítos 

mantenidos en cultivo. A la proteína EhVps20 también la encontramos en la cara 

interna de la membrana celular. 

Las proteínas purificadas, así como EhVps32 obtenida durante mi proyecto de 

maestría, fueron empleadas para llevar a cabo la reconstitución de la maquinaria 

ESCRT-III en el modelo de vesículas gigantes unilamelares (GUVs). Para estos 

ensayos utilizamos la forma activa de EhVps20, denominada EhVps20(1-173). En el 

modelo de GUVs, EhVps20(1-173) se une a membranas cargadas negativamente e 

inicia el reclutamiento del resto de los miembros del complejo ESCRT-III, a 

continuación, EhVps32 genera invaginaciones en la membrana, ayudada por la 

tensión lineal que se genera por la separación de fase que ocasiona en la membrana 

lipídica y finalmente, EhVps24 cataliza la escisión de la vesícula intraluminal. En este 

modelo, EhVps2 no es indispensable para la formación de ILVs. 

Además, encontramos que durante la eritrofagocitosis, las proteínas de la maquinaria 

ESCRT-III de E. histolytica presenta cambios en su localización normal, 

especialmente a tiempos intermedios de fagocitosis (5-45 min). Además observamos 

que EhVps32, la proteína más abundante de la maquinaria, co-localiza con 

lysotracker, delimitando la función del ESCRT-III en fagosomas de naturaleza ácida. 

Asimismo, observamos co-localización entre EhVps32 y EhADH desde tiempos 

tempranos de fagocitosis (5 min), sugiriendo que el reclutamiento de ESCRT-III en E. 

histolytica se puede llevar a cabo mediante una ruta alternativa que omite la 

necesidad de los complejos ESCRT-0, I y II.  

Finalmente, observamos que la sobre-expresión y el silenciamiento de EhVps32 

aumenta o disminuye, respectivamente, el número de eritrocitos ingeridos durante la 

eritrofagocitosis, lo cual indica que esta proteína y posiblemente el resto de la 

maquinaria ESCRT-III resultan fundamentales para la fagocitosis en E. histolytica. 
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10.  PERSPECTIVAS 

Este proyecto de doctorado generó el siguiente trabajo a futuro: 

 Co-localización de todas las proteínas del complejo ESCRT-III (EhVps2, 

EhVps20, EhVps24 y EhVps32) de E. histolytica durante la eritrofagocitosis 

utilizando microscopía confocal. 

 Evaluación de la participación de las proteínas EhVps2, EhVps20 y EhVps24 

en la virulencia in vitro de E. histolytica, lo cual puede realizarse a través de: 

o Silenciamiento de las proteínas EhVps2, EhVps20 ó EhVps24. 

o Sobre-expresión de una forma mutada o deletada en el extremo N-

terminal de las proteínas EhVps2, EhVps20 ó EhVps24, sitio 

responsable de la unión a lípidos y otras proteínas. 

 Analizar la dinámica de la polimerización del complejo ESCRT-III utilizando 

diferentes modelos de biomembranas tales como vesículas gigantes 

unilamelares o bicapas lipídicas soportadas. 

 Utilizar el modelo de GUVs para delimitar la constante de asociación de las 

proteínas EhVps20 y EhVps32 hacia diferentes lípidos. 

 Purificar fosfolípidos de extractos lipídicos totales de E. histolytica y 

emplearlos para generar GUVs y comparar la especificidad de las proteínas 

ESCRT-III de la amiba hacia lípidos amibianos en comparación con los lípidos 

comerciales. 

 Evaluar la posible función que puedan tener las proteínas EhVps24 y EhVps2 

en el núcleo de E. histolytica, lo cual puede conseguirse mediante: 

o Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP), para evaluar la posible unión 

a factores de transcripción en el ADN. 

o Microscopía electrónica de transmisión (MET) para delimitar la 

localización nuclear o perinuclear de las proteínas. 

o Purificación de núcleos de los trofozoítos y evaluar la unión de EhVps24 

y EhVps2 a otras proteínas mediante pull-down. 
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