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ABSTRACT 

Entamoeba histolytica, the highly phagocytic protozoan causative of human 

amoebiasis lacks the machinery to synthesize cholesterol. In this thesis, we 

investigated the presence of NPC1 and NPC2 proteins in this parasite, which 

are involved in cholesterol trafficking in mammals. Bioinformatics analysis 

revealed one ehnpc1 and two ehnpc2 genes. EhNPC1 appeared as a 

transmembrane protein and both EhNPC2 as peripheral membrane proteins. 

Molecular docking predicted that EhNPC1 and EhNPC2 bind cholesterol and 

interact with each other. Genes and proteins were identified in trophozoites. 

Serum pulse-chase and confocal microscopy assays unveiled that after 

trophozoites sensed the cholesterol source, EhNPC1 and EhNPC2 were 

organized around the plasma membrane in a punctuated pattern. Vesicles 

emerged and increased in number and size and some appeared full of 

cholesterol with EhNPC1 or EhNPC2 facing the extracellular space. Both 

proteins, but mostly EhNPC2, were found out of the cell associated with 

cholesterol. EhNPC1 and cholesterol formed networks from the plasma 

membrane to the nucleus. EhNPC2 appeared in erythrocytes that were being 

ingested by trophozoites, co-localizing with cholesterol of erythrocytes, 

whereas EhNPC1 surrounded the phagocytic cup. EhNPC1 and EhNPC2 co-

localized with EhSERCA in the endoplasmic reticulum and with 

lysobisphosphatidic acid and EhADH (an Alix protein) in phagolysosomes. 

Immunoprecipitation assays confirmed the EhNPC1 and EhNPC2 association 

with cholesterol, EhRab7A and EhADH. Serum starved and blockage of 

cholesterol trafficking caused a low rate of phagocytosis and incapability of 

trophozoites to produce damage in the mouse colon. Ehnpc1 and Ehnpc2 

knockdown provoked in trophozoites a lower intracellular cholesterol 

concentration and a diminished rate of phagocytosis; and Ehnpc1 silencing 

also produced a decrease of trophozoites movement. Trafficking of EhNPC1 

and EhNPC2 during cholesterol uptake and phagocytosis as well as their 

association with molecules involved in endocytosis strongly suggest that these 

proteins play a key role in cholesterol uptake. 
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1. RESUMEN 

Entamoeba histolytica, el protozoario altamente fagocítico y causante de la 

amibiasis humana, carece de la maquinaria para sintetizar colesterol. En este 

trabajo, investigamos si este parásito posee las proteínas NPC1 y NPC2, las 

cuales están involucradas en el tráfico de colesterol, en mamíferos. El análisis 

bioinformático reveló: 1) un gen ehnpc1 y dos genes ehnpc2; 2) EhNPC1 se 

predijo como una proteína transmembranal, en tanto que ambas EhNPC2 se 

describieron como proteínas periféricas de la membrana; y 3) el acoplamiento 

molecular sugirió que EhNPC1 y EhNPC2 se unen entre sí y al colesterol. En 

trofozoítos, se identificaron a estos genes y a sus proteínas. Ensayos de pulso 

y caza con suero y microscopía confocal revelaron que los trofozoítos 

censaron la fuente de colesterol, y ante su presencia, EhNPC1 y EhNPC2 se 

distribuyeron alrededor de la membrana plasmática, en un patrón punteado. 

Además, se observaron vesículas llenas de colesterol con EhNPC1 o 

EhNPC2 orientadas hacia el espacio extracelular que emergieron de la 

membrana y que incrementaron en número y tamaño. Ambas proteínas, pero 

mayoritariamente EhNPC2, se encontraron asociadas al colesterol fuera de 

las células. EhNPC1 y el colesterol formaron redes que van desde la 

membrana plasmática hacia el núcleo. EhNPC2 apareció en eritrocitos que 

estaban siendo ingeridos por los trofozoítos, co-localizando con el colesterol 

de los eritrocitos, mientras que EhNPC1 rodeó la copa fagocítica. EhNPC1 y 

EhNPC2 co-localizaron con EhSERCA en el retículo endoplásmico y en los 

fagolisosomas con el ácido lisobisfosfatítico y EhADH (una proteína ALIX). 

Ensayos de inmunoprecipitación confirmaron la asociación de EhNPC1 y 

EhNPC2 con el colesterol y con las proteínas EhRab7A y EhADH. La 

privación de suero y el bloqueo del tráfico de colesterol causaron una baja 

tasa de fagocitosis y la incapacidad de los trofozoítos para producir daño en el 

colon de ratones. En tanto que, el silenciamiento de los genes ehnpc1 y 

ehnpc2 provocó una baja concentración de colesterol intracelular en los 

trofozoítos y disminuyó la tasa de fagocitosis; así como una disminución del 

movimiento de los parásitos. El tráfico de EhNPC1 y EhNPC2 durante la 
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captura del colesterol y la fagocitosis, así como su asociación con moléculas 

involucradas en la endocitosis, sugieren fuertemente que estas proteínas 

juegan un papel clave en la captura del colesterol. 
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2. INTRODUCCIÓN 

 

2.1. Epidemiología de la amibiasis 

La amibasis se define como la infección causada por el parásito 

protozoario Entamoeba histolytica (Pritt et al., 2008, Olivos-Garcia et al., 

2009). Esta enfermedad afecta principalmente a países en vías de desarrollo 

y puede encontrarse en viajeros que retornan de áreas endémicas (Mortimer 

et al., 2010). Esta parasitosis es causada por el consumo de agua y alimentos 

contaminados con quistes de E. histolytica, además de una inadecuada 

sanidad (Pritt et al., 2008). Cerca del 90% de las infecciones amibianas son 

asintomáticas y autolimitantes al epitelio intestinal, pero en alrededor del 1% 

de los casos, las amibas pueden invadir el tracto intestinal (produciendo colitis 

amibiana) y otros tejidos y órganos, siendo el hígado el principal sitio 

extraintestinal de amibiasis, originando el absceso hepático amibiano (AHA) 

(Sehgal et al., 1996, Das et al., 2002).  

De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud, la amibiasis es la 

tercera causa de muerte debido a enfermedades parasitarias. En conjunto, a 

nivel mundial existen cerca de 100 millones de casos anuales de disentería 

amibiana, colitis y AHA, los cuales causan alrededor de 100,000 muertes 

(Mortimer et al., 2010). 

Los hombres adultos, entre 20 y 40 años de edad, son afectados con 

mayor frecuencia, aunque se tienen datos de que personas de todas las 

edades y de ambos sexos desarrollan AHA (Pritt et al., 2008). Además, las 

poblaciones con riesgo de adquirir amibiasis dependen de la localización 

geográfica, la susceptibilidad del huésped y la variabilidad en la virulencia de 

las cepas del patógeno (Pritt et al., 2008). 

En México, para 1991, se consideraba que el 20% del total de la 

población era portadora, 5.9% seropositivos, 2% enferma y aproximadamente 

de 0.1 a 0.2% muertes fueron ocasionadas por E. histolytica (Pritt et al., 

2008). A pesar de que las enfermedades diarreicas han disminuido en cuanto 

a número de casos e incidencia, en los últimos años la amibiasis continúa 
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manteniéndose entre las primeras causas de morbilidad (Figura 1). Tan sólo 

en el 2011 se reportaron aproximadamente 400,000 casos de amibiasis 

intestinal. Además, las personas que habitan zonas endémicas, en ocasiones 

tienen infecciones sintomáticas recurrentes (Pritt et al., 2008). 
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Figura 1. Número de casos de amibiasis reportados en México. 

Representación gráfica de los casos reportados cada año a nivel nacional en 

México (SINAVE, 2012). 
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2.2 Formas de vida de E. histolytica 

El microorganismo E. histolytica presenta dos etapas morfológicas, el 

trofozoíto o forma de división y el quiste o forma de resistencia (Figura 2) (Das 

et al., 2002). Los trofozoítos miden desde 10 hasta 60 μm; son pleomórficos y 

poseen una gran variedad de enzimas hidrolíticas entre las que se incluyen a 

las glicosidasas, nucleasas, fosfatasas y cisteína proteasas, entre otras; estas 

últimas asociadas a la invasión de tejidos y a la patogénesis del parásito (Das 

et al., 2002). 

Los quistes de E. histolytica suelen tener de 8 a 20 μm de diámetro y 

se forman en el íleon terminal del humano. El quiste es esférico, no móvil, 

tetranucleado y está rodeado de una pared rígida y refringente (Das et al., 

1991, Lopez-Romero et al., 1993). El enquistamiento es un proceso complejo, 

que involucra re-arreglos intracelulares y la formación de agregados 

ribosomales, cambios en la expresión y transcripción de genes, síntesis de 

proteínas, consumo de reservas de glucógeno y deposición de quitina en la 

pared quística (Chavez-Munguia et al., 2007). Esta pared de quitina está 

formada por un homopolímero estructural de N-acetilglucosamina, que le 

confiere al quiste, resistencia al ambiente, lo que facilita la supervivencia del 

parásito y su diseminación (Lopez-Romero et al., 1993, Chavez-Munguia et 

al., 2007). 
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Figura 2. Formas de vida de E. histolytica. A) Fase quística o de 

resistencia, B) Fase de trofozoíto, también conocida como fase móvil 

(Berrueta, 2015). 
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2.3 Ciclo de vida de E. histolytica 

La infección en humanos por E. histolytica comienza con la ingesta de 

quistes, los cuales están presentes en comida y agua contaminados con 

heces humanas infectadas (Figura 3) (Pritt et al., 2008). Los quistes 

sobreviven al pH ácido del estómago y pasan al intestino. En la región 

ileocecal, el quiste comienza a desenquistarse y da origen a los trofozoítos, 

los cuales migran y se multiplican en el colon (Sehgal et al., 1996). En la 

mayoría de los casos, los trofozoítos viven en el intestino como comensales y 

es aquí donde muchos de ellos se enquistan y producen quistes 

tetranucleados. Los trofozoítos y los quistes son excretados con las heces. 

Fuera del huésped, los quistes pueden sobrevivir por períodos prolongados 

de tiempo, mientras que los trofozoítos viven tan sólo unas horas (Pritt et al., 

2008). Los trofozoítos no juegan ningún papel en la transferencia de la 

enfermedad, pero son los responsables de producir la patología en los tejidos 

(Pritt et al., 2008). Por otra parte, la diseminación de los quistes no es un 

mecanismo adaptativo para el parásito, porque su ciclo de vida no se puede 

completar fuera del intestino (Pritt et al., 2008). Entonces, ambas fases del 

ciclo de vida son de vital importancia en distintas etapas de la trasmisión de la 

enfermedad (Pritt et al., 2008). 

Ocasionalmente, los trofozoítos que se instalan en el epitelio intestinal, 

atacan e invaden la mucosa causando disentería amibiana, también pueden 

migrar por los vasos sanguíneos a sitios extraintestinales, como el cerebro, 

pulmones e hígado, donde pueden formar abscesos (Figura 3) (Sehgal et al., 

1996). Éste último es el sitio extraintestinal más común de la enfermedad, lo 

que da como resultado una marcada destrucción del tejido con reclutamiento 

de neutrófilos, necrosis celular y formación de microabscesos, que 

gradualmente se unen (Mortimer et al., 2010). La mayoría de los pacientes 

presentan un absceso único; sin embargo también se pueden formar múltiples 

abscesos (Sehgal et al., 1996). El absceso más común es el AHA, en tanto 

que los abscesos cerebrales son una invasión extraintestinal extremadamente 

rara y asociada con altas tasas de mortalidad (Pritt et al., 2008).  
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Figura 3. Ciclo de vida de E. histolytica. El ciclo de vida de E. histolytica 

comienza con la ingesta de comida contaminada con quistes, estos últimos se 

desenquistan en el intestino generando la forma invasiva conocida como 

trofozoíto. Los trofozoítos migran, se dividen y diferencian a quistes en el 

íleon. Posteriormente, estos quistes son excretados junto con las heces 

(CDC, 2015). 
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2.4 Patogénesis de E. histolytica 

La capacidad de E. histolytica para invadir tejidos y evadir la respuesta 

inmune del huésped depende de su adaptación al medio y de la expresión de 

factores de virulencia. Inicialmente los trofozoítos se encuentran en el lumen y 

en la mucosa intestinal; posteriormente, invaden el epitelio interglandular, 

donde los trofozoítos producen microulceraciones de la mucosa (Mortimer et 

al., 2010). Los síntomas en este estado de la amibiasis incluyen colitis no 

específica, mucosa edematosa y hemorragia intestinal. En esta etapa, hay 

desintegración considerable de las células de la capa epitelial, seguida por la 

invasión de la submucosa (Mortimer et al., 2010). Con el paso del tiempo, las 

úlceras se extienden hacia la cara basal de las células intestinales y después 

hacia la mucosa muscular (mucosa externa), donde los procesos usualmente 

se detienen antes de la perforación del intestino (Sehgal et al., 1996). Las 

úlceras se desarrollan con frecuencia en el ciego y colon ascendente. En el 

20% de los casos de colitis aguda, las perforaciones terminan en peritonitis. 

Una ulceración aguda resulta en la formación de un ameboma en el lumen 

(Mortimer et al., 2010).  

La respuesta inflamatoria del humano a la invasión por amibas es 

pobre, pero en el borde de las úlceras pueden observarse células 

mononucleares y células gigantes, con pocos neutrófilos (Sehgal et al., 1996). 

Esta baja respuesta inmune probablemente se debe a que el parásito puede 

lisar a las células inflamatorias y a que se presenta una deficiencia en la 

capacidad de respuesta por parte del hospedero (Sehgal et al., 1996). Sin 

embargo, cuando se presenta esta respuesta por el hospedero, también 

contribuye a la destrucción de su propio tejido local (Sehgal et al., 1996). 

Para estudiar la patología y respuesta inmune que se presenta durante 

el AHA, se toma como modelo animal al hámster dorado de Siria 

(Mesocricetus auratus), donde se ha visto reclutamiento de neutrófilos. Sin 

embargo, los neutrófilos son lisados cuando entran en contacto con los 

trofozoítos, ocasionando la destrucción de los hepatocitos distantes (Sehgal et 

al., 1996). 
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2.5 Factores de virulencia 

La patogenicidad de la amiba ha sido generalmente atribuida a su 

capacidad para destruir tejidos a través de su citotoxicidad y 

citopatogenicidad, lo que deriva en la proteólisis de células epiteliales, 

sanguíneas y de la matriz extracelular (Figura 4) (Espinosa-Cantellano et al., 

2000). Esta hipótesis es sustentada por las siguientes observaciones: 

1) E. histolytica es un parásito dotado de una alta capacidad citotóxica en 

determinadas condiciones in vitro (Olivos-Garcia et al., 2009). 

2) Las fosfolipasas amibianas y los amebaporos purificados, muestran 

actividad citotóxica en ensayos in vitro (Olivos-Garcia et al., 2009). 

3) Las cisteína proteasas que secreta el parásito digieren anticuerpos, 

componentes C3 del complemento, así como anafilotoxinas (Reed et al., 

1989). En ensayos in vitro, estas proteasas también destruyen algunos 

componentes de la matriz extracelular (Mortimer et al., 2010). Por otra parte, 

la sobre-expresión de la cisteína proteasa 5 (EhCPA5) permite un aumento en 

la formación del AHA en modelos animales (Olivos-Garcia et al., 2009). 

Además se ha observado que EhCPA5 es un factor importante para la 

virulencia de E. histolytica, porque al ser secretada provoca una respuesta 

inflamatoria y afecta específicamente la permeabilidad de las uniones 

estrechas, cortando a la mucina 2 en su extremo carboxilo terminal (Lidell et 

al., 2006). De esta manera los polímeros de mucina son disgregados, 

comprometiendo la integridad de la barrera (Castellanos-Castro et al., 2016b). 

Otra proteína importante durante el primer contacto con el huésped es la 

proteína EhCP112, la cual interactúa con proteínas de la unión estrecha, para 

su posterior degradación, este proceso incrementa la permeabilidad 

paracelular, permitiendo la entrada de otras moléculas que conllevan a la 

destrucción del tejido (Betanzos et al., 2013). 

4) La baja expresión de amebaporos del parásito, resulta en una disminución 

en la formación de AHA en el hámster (Olivos-Garcia et al., 2009).  
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5) Las especies no patogénicas como Entamoeba dispar contienen pocas 

cantidades de amebaporos y cisteínas proteasas, por lo que son incapaces de 

causar AHA en el hámster (Olivos-Garcia et al., 2009). 

6) Las cisteína proteasas también participan en la invasión al intestino y en los 

eventos de inflamación (Espinosa-Cantellano et al., 2000). La mayor actividad 

proteolítica observada en E. histolytica está dada por las cisteínas proteasas 

ACP1 (EhCP3), ACP2 (EhCP2), ACP3 (EhCP1), EhCPA5 y EhCP112. Ésta 

última, unida a la adhesina EhADH, participa en eventos de virulencia y se ha 

localizado en estructuras parecidas a cuerpos multivesiculares en trofozoítos 

(Banuelos et al., 2005, Olivos-Garcia et al., 2009). 
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Figura 4. Mecanismos de virulencia que presenta E. histolytica. A) Los 

trofozoítos de E. histolytica se adhieren mayormente al epitelio interglandular 

elevado del intestino. B) Una pequeña región de microinvasión se observa en 

la lesión temprana, con ulceración superficial. C) En estados más avanzados, 

se observan numerosos trofozoítos penetrando una úlcera de colon 

(Espinosa-Cantellano et al., 2000). 
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2.6 Tráfico vesicular 

En eucariontes superiores se ha propuesto que el tráfico vesicular inicia 

con la formación de los endosomas tempranos que migran lentamente a lo 

largo de los microtúbulos hacia el interior de la célula (Aniento et al., 1995, 

Gruenberg et al., 1995). Posteriormente, los endosomas en migración forman 

invaginaciones membranales que dan origen a vesículas, por lo que son 

llamados cuerpos multivesiculares (MVBs) (Gruenberg et al., 2004). Se 

desconoce si estos MVBs se fusionan entre sí formando los endosomas 

tardíos. Los MVBs pueden observarse por microscopía electrónica como 

estructuras rodeadas por membrana y con vesículas intraluminales (Piper et 

al., 2007). Al final de la vía, los endosomas tardíos se fusionan con vesículas 

lisosomales que contienen hidrolasas, las cuáles se encargan de degradar el 

contenido vesicular (Gruenberg et al., 1995, Gruenberg et al., 2004). 

La membrana plasmática, los endosomas y los lisosomas dependen 

completamente del transporte de lípidos provenientes de otros organelos, los 

cuales están comprometidos activamente en su síntesis (Van Meer et al., 

2008). El direccionamiento diferencial de lípidos y la formación de 

subdominios lipídicos juegan un papel importante en la biogénesis de los 

MVBs. Además la construcción y escisión de las vesículas intraluminales, son 

en gran parte controladas por la composición lipídica y la localización de los 

lípidos reordenados dentro de los MVBs (Piper et al., 2007). 

Varias proteínas clave que conforman la maquinaria de 

direccionamiento hacia los MVBs, se unen al fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P) 

(Piper et al., 2007). La presencia de lípidos y los dominios de unión a PI3P de 

la maquinaria de direccionamiento requerida para el transporte de vesículas 

(ESCRT, por sus siglas en inglés de “endosomal sorting complexes required 

for transport”), son críticos para la formación de los MVBs (Piper et al., 2007). 

En células de eucariontes superiores, la densidad de PI3P en las vesículas 

intraluminales es más alta dentro de endosomas tempranos y es 

significativamente menor en los endosomas tardíos, sugiriendo que el PI3P 

que contienen las vesículas intraluminales, es rápidamente degradado o 
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susceptible a la actividad de fosfatasas (Piper et al., 2007). Sin embargo, cada 

vesícula intraluminal puede poseer distinta composición de lípidos y proteínas 

cargo (Gruenberg et al., 2004). Las proteínas integrales de membrana que no 

han sido recicladas, así como el material luminal soluble, son entonces 

liberados en los endosomas tardíos y posteriormente a los lisosomas para su 

degradación (Gruenberg et al., 2004). La acumulación de lípidos en las 

membranas internas, como el ácido liso(bis)fosfatídico (LBPA), puede mediar 

la degradación de receptores de la superficie celular, así como de otras 

moléculas como el colesterol (Piper et al., 2007). 

El parásito E. histolytica es altamente fagocítico, por lo que la 

endocitosis de moléculas provenientes del medio y del hospedero, así como 

el reciclaje de receptores y moléculas de membrana, son eventos cruciales 

para su patogenicidad (Piper et al., 2007). Para que se lleven a cabo estos 

mecanismos, se requiere de un complejo tráfico de vesículas (endosomas), 

que se encargan de clasificar moléculas cargo mediante proteínas como 

EhRab5, EhRab7 y EhRabB (Rodriguez et al., 2000, Welter et al., 2002, Saito-

Nakano et al., 2004). Por otra parte, EhADH (Alix) y EhVps4, que son 

proteínas accesorias; así como EhVps32, perteneciente al complejo ESCRT-

III participan de manera activa en el proceso de eritrofagocitosis (Avalos-

Padilla et al., 2015). Recientemente se ha descrito la presencia del fosfolípido 

LBPA en trofozoítos, esta molécula se concentra principalmente en 

endosomas tardíos y/o MVB, lo que indica su participación en el proceso de 

degradación de moléculas endocitadas (Castellanos-Castro et al., 2016a). En 

conjunto estas moléculas contribuyen a esclarecer el proceso endocítico de E. 

histolytica, mediante el tráfico de vesículas que llevan moléculas de distinta 

índole hasta su degradación o reciclamiento. 

 

2.7 Lípidos en E. histolytica 

Los trofozoítos de E. histolytica son relativamente ricos en lípidos, de 

los cuales aproximadamente el 60% corresponde a fosfolípidos (Das et al., 

2002). La mayoría de los lípidos amibianos son tomados del medio; sin 
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embargo, la amiba tiene la capacidad de extender las cadenas de ácidos 

grasos existentes (Sawyer et al., 1967). Además, las moléculas obtenidas de 

manera exógena podrían ser sometidas a remodelación, por reacciones de 

desacilación y reacilación, evitando así la síntesis de nuevas moléculas de 

fosfolípidos (Sawyer et al., 1967). Sawyer y colaboradores en 1967, 

encontraron que en trofozoítos crecidos en presencia de glucosa radioactiva, 

sólo el 10% de los lípidos carbonados se derivaban de la glucosa exógena, 

mientras que el 77% de la marca radioactiva se encontró en los ácidos grasos 

(Sawyer et al., 1967). La composición lipídica de membranas en la amiba es 

importante para prevenir la unión de moléculas citolíticas; además, los 

fosfolípidos y el alto contenido de colesterol contribuyen a la protección contra 

células productoras de toxinas (Das et al., 2002). 

Van Vliet y colaboradores en 1976, analizaron en varias especies de 

Entamoeba la composición de fosfolípidos y esfingolípidos en las membranas 

plasmática y en vesículas internas (Van Vliet et al., 1976). En particular, E. 

histolytica posee 48% de fosfatidilcolina (55% en vesículas internas y 12% en 

la membrana plasmática), 5-7% de fosfatidiletanolamina (8-10% en vesículas 

internas y trazas en la membrana plasmática), 12-14% de 

fosfatidiletanolamina2 (10-12% en vesículas internas y más de 30% en la 

membrana plasmática), 5-10% de fosfatidilserina (vesículas internas y 

membrana plasmática) y fosfatidilinositol (1-10% en toda la célula) (Van Vliet 

et al., 1976). El colesterol es abundante en la membrana plasmática, la cual 

tiene un 46.5% de esta molécula por mol de fosfolípidos (Andra et al., 2004). 

Al igual que en la mayoría de las células eucariontes, E. histolytica 

necesita colesterol, además de fosfolípidos para llevar a cabo una gran 

cantidad de funciones celulares, incluyendo la biosíntesis de membranas 

internas y plasmática (Das et al., 2002). Aunque el colesterol es el esterol 

predominante en este parásito, la amiba es incapaz de sintetizarlo, así que lo 

toma del medio (Das et al., 2002). Además, al destruir células e internalizarlas 

mediante fagocitosis, las utiliza como fuente de colesterol, entre otros 

nutrientes. La importancia de este lípido se demostró en estudios in vitro, en 
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los cuales los trofozoítos fueron cultivados en medios que contenían 

liposomas ricos en lípidos y en colesterol, resultando en un vigoroso 

incremento en la tasa de crecimiento, aún en las cepas que habían sido 

mantenidas en cultivo durante un largo periodo de tiempo (Biagi, 1962, 

Serrano-Luna et al., 2010). 

En particular, las balsas lipídicas, que son dominios de membrana ricos 

en colesterol, se ven alteradas por los agentes de unión al colesterol, como la 

filipina y β-metilciclodextrina (Bansal et al., 2005). Utilizando estos dos 

compuestos, se han observado modificaciones importantes en la virulencia de 

los trofozoítos, por ejemplo: disminución de la pinocitosis en fase fluida y de la 

adhesión de trofozoítos a monocapas de células epiteliales (Bansal et al., 

2005). 

 

2.8 Colesterol 

El colesterol, denominado químicamente como colest-5-en-3β-ol, posee 

un peso molecular de 386.64 g/mol. Esta molécula consta de cuatro anillos 

hidrocarbonados y una sola cadena alifática (Figura 5). 

El principal determinante de la fluidez de las membranas es el 

colesterol. Dada su naturaleza hidrofóbica, esta molécula se encuentra 

insertada entre los fosfolípidos, lo que evita el movimiento azaroso de la 

cabeza polar de los ácidos grasos. Aunque por su grupo polar hidroxilo, el 

colesterol está en contacto con las soluciones acuosas (Figura 6) (Lodish et 

al., 2000). Además, las moléculas de colesterol aumentan las propiedades de 

la bicapa lipídica, como la permeabilidad y la función de barrera para evitar el 

paso de algunas moleculas (Alberts et al., 2002). 
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Figura 5. Estructura del colesterol. (A) Fórmula química del colesterol. (B) 

Representación esquemática de los dominios del colesterol. (C) Modelo con 

esferas interpenetradas de la estructura tridimensional del colesterol (Alberts 

et al., 2002). 
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Figura 6. Representación esquemática de la inserción del colesterol en 

una capa lipídica. Se muestra una molécula de colesterol (molécula central 

de ciclopentanoperhidrofenantreno en naranja, destacando el grupo OH en 

rojo y la cadena alifática en rosa), interactuando con dos moléculas de 

fosfolípidos (cabeza polar con grupo fosfato en azul y en verde la región 

apolar formada por dos cadenas de ácidos grasos) (Alberts et al., 2002). 
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El colesterol es un constituyente importante de las membranas en las 

células eucariontes y posee un papel fundamental en la organización, 

dinámica, función y direccionamiento de la membrana celular (Schroeder et 

al., 1990). En células de mamíferos, más del 85% de este lípido está en la 

membrana plasmática (Schroeder et al., 1990). El colesterol se sintetiza en 

todos los tejidos humanos, predominantemente en el hígado (80-90%), que 

resulta ser el principal sitio extraintestinal infectado por E. histolytica; aunque 

también es sintetizado de manera imporante en cerebro, médula espinal, piel 

y músculo (Lodish et al., 2000, Bansal et al., 2005, Dancygier, 2009). 

Las células de mamíferos, además de producir su propio colesterol, lo 

captan de la dieta y lo transportan a través de lipoproteínas (Simons et al., 

2000). El encargado de sintetizar el colesterol en la célula es el retículo 

endoplásmico (RE), mientras que la mayoría de esfingolípidos reciben sus 

grupos polares en el complejo de Golgi (Simons et al., 2000). 

Se sabe que el colesterol ejerce cierta acción para mantener las balsas 

lipídicas en un estado funcional (Bansal et al., 2005). Como ya se mencionó 

anteriormente, estos dominios membranales son ricos en colesterol y 

esfingolípidos y se cree que actúan como plataformas, mediante las cuales se 

coordinan los eventos de transducción de señales, además de permitir el 

ingreso y la infección de patógenos a las células del hospedero (Bansal et al., 

2005). 

 

2.9 Transporte intracelular de colesterol 

La homeostasis del colesterol es esencial para la integridad funcional 

de la célula (Delton-Vandenbroucke et al., 2007). Esta homeostasis es 

regulada por un complejo grupo de mecanismos que implican la síntesis de 

novo del colesterol (Chang et al., 2005b, Ikonen, 2008). La síntesis del 

colesterol intracelular se lleva a cabo en la mitocondria e inicia a partir de 

acetil coenzima A, esta molécula sufre de dimetilaciones y reacciones de 

reducción para dar lugar a moléculas como: 

lanosterol→zimosterol→desmosterol→colesterol 
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Existe una vía alterna de obtención de colesterol desde el medio, la 

cual implica el anclaje de lipoproteínas del medio extracelular, mediante un 

mecanismo mediado por receptores (Delton-Vandenbroucke et al., 2007). El 

mecanismo alternativo comienza con la internalización de una lipoproteína de 

baja densidad (LDL por sus siglas en inglés), que transporta el colesterol 

hacia el interior de la célula. LDL se une a su receptor, conocido como LDLR 

(Figura 7), localizado en la membrana plasmática de la mayoría de las células 

(Ikonen, 2008). El complejo formado por LDLR, junto con su ligando LDL y el 

colesterol, es endocitado por vesículas cubiertas por clatrina. Posteriormente, 

el LDLR se disocia del subcomplejo LDL-colesterol y es reciclado hacia la 

membrana plasmática (Ikonen, 2008). El subcomplejo LDL-colesterol continua 

la vía endocítica hasta llegar a compartimentos endocíticos ácidos, donde los 

ésteres del colesterol son hidrolizados por la lipasa ácida, lo que permite la 

separación del colesterol de la LDL (Ikonen, 2008). Entonces, el colesterol es 

captado por la proteína soluble NPC2 (por sus siglas en inglés “Niemann–Pick 

type C1”), que lo transporta a la proteína de membrana endosomal NPC1 (por 

sus siglas en inglés “Niemann–Pick type C2”), la cual provee de colesterol no 

esterificado a otros organelos donde se requiere (Ikonen, 2008). 

Una vez liberado del sistema endosomal, el colesterol es entregado a 

otras membranas, tal como la membrana plasmática, el RE, los endosomas 

de reciclaje y la mitocondria, que sirven como aceptoras para el colesterol que 

abandona los endosomas (Piper et al., 2007). Sin embargo, aunque el 

colesterol es requerido en todos estos organelos, las membranas lisosomales 

carecen de contenido de colesterol, lo cual favorece la digestión de los 

esfingolípidos. Esto sugiere que la mayor parte del colesterol sale de la 

membrana endosomal antes de entrar al lisosoma (Kolter et al., 2005). 

Por otra parte, las membranas intraendosomales de los endosomas 

tardíos multivesiculares, enriquecidas en el fosfolípido LBPA, sirven como un 

importante regulador en el transporte de colesterol (Kobayashi et al., 1999). 

En estas membranas se localiza otra molécula importante en la regulación del 

colesterol, la proteína Alix (proteína que interactúa con el gen ligado a 
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apoptosis 2 y miembro de la familia ALIX) (Kobayashi et al., 1999). Cuando 

Alix es silenciada experimentalmente mediante RNA de interferencia 

(siRNAs), se reduce el número de endosomas tardíos que contienen regiones 

multilamelares y también disminuye en un 50% el LBPA, comparado con las 

células control (Matsuo et al., 2004). Además, en estas condiciones se reduce 

la acidez de los endosomas tardíos, mientras que las propiedades de 

acidificación de otros organelos, como endosomas tempranos o la red de 

trans-Golgi, no son afectadas (Matsuo et al., 2004). Esto ha llevado a postular 

que los eventos de fusión o fisión de vesículas internas con la membrana 

limitante de los endosomas, son controlados parcialmente por interacciones 

transitorias entre LBPA y Alix, junto con otros factores que al igual que Alix 

pertenecen al ESCRT (Matsuo et al., 2004). 
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Figura 7. Transporte de colesterol mediado por LDLR. Se esquematizan 

las proteínas involucradas en el transporte de colesterol hacia el interior 

celular, destacando algunas de las proteínas presentes a nivel de endosoma 

tardío. LDL: Low-density lipoprotein, MVB: multivesicular body, SSD: sterol 

sensing domain (Ikonen, 2008).  
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En E. histolytica, se ha propuesto a la proteína TMK39 como un posible 

receptor de lipoproteínas (Christy et al., 2012). Además, se han caracterizado 

otras moléculas claves para la regulación del colesterol en los endosomas 

tardíos. Tal es el caso del fosfolípido LBPA y de las proteínas EhADH, 

EhVps32 y EhVps4, las cuales se localizan en endosomas tardíos (Lopez-

Reyes et al., 2010). Estos resultados sugieren que el transporte de colesterol 

en la amiba puede estar mediado por las mismas moléculas que en 

mamíferos. 

 

2.10 Proteína NPC1 

Los endosomas tardíos MVBs albergan a las proteínas NPC1 y NPC2, 

que son cruciales para el movimiento del colesterol hacia fuera del sistema 

endosomal (Davies et al., 2000a). La importancia de estas proteínas se 

elucidó en experimentos donde la deficiencia de cualquiera de ellas conducía 

a la acumulación de colesterol no esterificado en organelos endocíticos 

(Davies et al., 2000a). Ambas proteínas NPCs pueden unir esteroles, aunque 

también se han implicado en la unión o movilización de esfingolípidos (Davies 

et al., 2000a). 

El gen npc1 en humano codifica para una gran glicoproteína de 1278 

aminoácidos, con una masa molecular estimada de 142 kDa (Figura 8) 

(Carstea et al., 1997). Esta proteína posee 13 regiones transmembranales, 

de las cuales cinco de ellas constituyen el dominio SSD (de unión a 

esteroles), que presenta una alta homología con las proteínas SCAP (por sus 

siglas en inglés de “SREBP cleavage-activating protein”) y la reductasa 

HMG-CoA (hidroximetillglutaril-CoA) (Davies et al., 2000b). En la porción 

media de la molécula (en los aminoácidos 615-797), se encuentra el dominio 

Patched, cuya secuencia posee similitud con otras proteínas 

transmembranales. El dominio Patched fue caracterizado por primera vez en 

la proteína que lleva el mismo nombre, la cual está involucrada en la 

señalización de la vía Hedgehog (Carstea et al., 1997, Loftus et al., 1997), 

que induce proliferación y diferenciación de células tumorales (Yu et al., 
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2002). En el extremo amino terminal, la proteína NPC1 contiene cuatro sitios 

de N-glicosilación (Asn-70, Asn-122, Asn-185, Asn-222), altamente 

conservados en las proteínas de humano y ratón. Esta proteína también 

contiene motivos de zipper de leucina (en los aminoácidos 73-79), los cuales 

median interacciones proteína-proteína (Carstea et al., 1997). En el extremo 

carboxilo terminal, la proteína contiene un motivo dileucina, que 

posiblemente sea importante para su direccionamiento a los lisosomas 

(Letourneur et al., 1992) 

La biosíntesis de NPC1 comienza por un péptido señal que lleva a la 

proteína hacia el RE, para ser enviado posteriormente a los compartimentos 

peri-lisosomales y por último hacia los lisosomas, mediante el motivo di-

leucina (Kwon et al., 2009).  
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.

 

 

Figura 8. Modelo topológico de la proteína NPC1. Modelo topológico 

basado en datos experimentales (Davies et al., 2000a). Los números romanos 

indican los dominios transmembranales; el dominio SSD abarca desde la 

región TMIII a la TMVII, formando una llave que se muestra en la parte inferior 

de la figura. Las asas hidrofílicas están marcados secuencialmente de A 

(amino terminal) a N (carboxilo terminal). Las asas de mayor tamaño A, C e I, 

corresponden a los residuos 25-264, 370-621 y 854-1098, respectivamente 

(Davies et al., 2000a). 
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 Durante mi trabajo experimental para obtener el grado de Maestra en 

Ciencias (Bolaños Rebolledo et al., 2012), encontré que E. histolytica 

presenta una proteína NPC1 hipotética, EhNPC1 (Número de acceso: 

EHI_080220). Esta proteína posee una identidad del 31.7 % con la NPC1 de 

humano (Número de acceso: hsa:4864). La longitud de EhNPC1 es 

ligeramente mayor a la de humano, teniendo ésta última 1278 aa, en tanto 

que la de E. histolytica posee 1339 residuos. Además, se realizó un análisis in 

silico de los posibles sitios transmembranales presentes en la proteína 

EhNPC1, observando 16 posibles dominios. También se encontraron los 

dominios hipotéticos, Patched y SSD. Con respecto a su localización, el 

dominio Patched sólo se presenta en la región media de la EhNPC1, aunque 

en D. discoideum y en otras amibas, este motivo abarca desde la porción 

central hasta casi el final de la proteína. El dominio SSD, es de gran 

relevancia en mamíferos, ya que ayuda a la captación de colesterol y permite 

la inserción de este lípido en la membrana de los endosomas tardíos (Davies 

et al., 2000a), en E. histolytica posee una longitud de 173 aa versus 166 aa, 

una identidad del 53% y una similitud del 70%, en comparación con la 

proteína de humano (Mittal et al., 2008). 

 

2.11 Proteína NPC2 

NPC2 es una glicoproteína lisosomal soluble que transfiere el colesterol 

desde el citoplasma vacuolar a la proteína membranal NPC1 y que puede 

secretarse al medio extracelular (Figura 9). La transferencia del colesterol 

entre las proteínas NPCs es favorecida por el pH ácido y la presencia de 

LBPA en los endosomas tardíos (Kobayashi et al., 1999, Davies et al., 2000a, 

Xu et al., 2008). NPC2 presenta una elevada afinidad por el colesterol, 

aunque también une otros ácidos grasos, pero con baja afinidad (Ko et al., 

2003). De hecho, se ha observado que NPC2 puede acelerar la tasa de 

transporte de colesterol desde y entre membranas celulares (Babalola et al., 

2007). La estructura cristalográfica de esta proteína muestra tres pequeñas 

cavidades hidrofóbicas que forman una “puerta”, donde probablemente se une 
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el colesterol, a través de la tirosina 100 y la fenilalanina 66 (Friedland et al., 

2003). 

La proteína NPC2 de humano madura posee 132 aa, aunque se ha 

descrito que es sintetizada como una forma inmadura que incluye un péptido 

señal de 19 aa. Esta proteína contiene tres sitios potenciales de N-

glicosilación en las posiciones 19, 39 y 116 (Liou 2006). Se cree que la 

modificación en el Asn-39 es necesaria para el correcto direccionamiento a 

los lisosomas (Chikh et al., 2004, Chen et al., 2005). La estructura de esta 

proteína es muy similar a otras proteínas que contienen dominios de unión a 

lípidos, por ejemplo: MD-2, que es un cofactor requerido para la señalización 

por lipopolisacaridos; los alérgenos Der F2 y Der P2 (derivado de 

Dennatophagoides farinae y Dennatophagoides pteronyssinus 

respectivamente) del acaro del polvo; y la proteína activadora del gangliosido 

GM2 (que transfiere glicolípidos hacia los lisosomas) (Ichikawa et al., 1998, 

Wright et al., 2000, Derewenda et al., 2002, Vanier et al., 2003, Chevallier et 

al., 2008). 
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Figura 9. Estructura cristalográfica del complejo colesterol-NPC2 de 

bovino (PDB ID: 2HKA). A) Estructura estilo cintas sólidas, coloreada por el 

tipo de estructura secundaria. R32, D72 y K75 son los sitios de unión al 

colesterol. B) Estilo de esferas sólidas con un radio probable de 1.4 Å, 

coloreado por su potencial electrostático (en rojo se indica la carga positiva, 

en azul la carga negativa y en blanco los residuos neutrales). En ambas 

figuras se representa al colesterol en color gris y su extremo polar en rojo-

amarillo (Storch et al., 2009). 
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La vía biosintética de NPC2 comienza en el RE, después entra al 

aparato de Golgi y desde allí es transportado a la vía secretora, seguida por 

su recaptura dentro de los endosomas y su subsecuente incorporación en los 

endosomas tardíos, donde participa en el transporte de colesterol en conjunto 

con NPC1 (Strauss et al., 2002). La participación de ambas proteínas es 

importante para el tránsito de colesterol, ya que se ha observado acumulación 

de colesterol lisosomal cuando sólo la proteína NPC1 es funcional, pero no la 

NPC2. Lo mismo sucede si la NPC1 no es funcional, pero si lo es la NPC2 

(Strauss et al., 2002). Además se sabe que NPC2 permanece en el fluído 

epididimal, bilis, plasma y en la leche materna, lo que sugiere que podría 

relacionarse con el transporte extracelular de esteroles en los ambientes 

acuosos (Dixit et al., 2011). 

 

2.12 Enfermedad “Niemann-Pick Tipo C” 

La enfermedad de Niemann-Pick tipo C (NPC) es un desorden 

pediátrico neurodegenerativo que se caracteriza por la acumulación de 

colesterol en los endosomas tardíos y en los lisosomas de células del sistema 

nervioso central y de las vísceras (Carstea et al., 1997, Naureckiene et al., 2000, 

Chang et al., 2005a, Vance et al., 2006). Esta enfermedad afecta 

aproximadamente a uno de cada 150,000 recién nacidos vivos (Vanier et al., 

2003). Cerca del 95% de los casos de esta enfermedad se deben a 

mutaciones en el gen npc1, mientras que el 5% restante se producen por 

mutaciones en el gen npc2 (Mukherjee et al., 2004, Sturley et al., 2004, 

Chang et al., 2005a). La enfermedad NPC, comprende un grupo heterogéneo 

de enfermedades de almacenamiento de lípidos en el endolisosoma, con 

herencia autosómica recesiva (Watari et al., 1999, Vanier et al., 2003). 

Clínicamente, se puede diagnosticar utilizando el marcador fluorescente 

filipina, el cual es un antibiótico polieno (con más de dos dobles enlaces) que 

se une al grupo hidroxilo del colesterol no esterificado para formar un 

complejo fluorescente (Figura 10) (Vanier et al., 2003).  
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Figura 10. Fenotipo celular en la enfermedad de NPC. A) Línea celular de 

fibroblastos con la enfermedad NPC, donde se aprecia la acumulación de 

colesterol en el citoplasma a través de la tinción con filipina. B) Fibroblastos 

control, sin la enfermedad de NPC (Vanier et al., 2003).  
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Además del colesterol, otros lípidos como la esfingomielina, la 

glucosilceramida, ciertos gangliosidos como GM2 y GM3 y el LBPA también 

se acumulan en células con el fenotipo NPC (Patterson et al., 2001). La 

acumulación de glicoesfingolípidos se debe a la alta afinidad entre el 

colesterol y los esfingolípidos, los cuales conforman los mayores 

componentes de los microdominios lipídicos o “rafts” (Simons et al., 2000). 

También se ha observado que en células NPC la acumulación de colesterol 

endosomal/lisosomal conduce a la inhibición de esfingomielinasa y 

glucosilceramidasa lisosomales (Reagan et al., 2000, Salvioli et al., 2004). 

 

2.13 Acumulación de colesterol producida por la droga U1866A 

La droga U18666A (3β-[2-(dietilamino)etoxi]androst-5-en-17-ona) 

(Figura 11) se utiliza para inhibir el tráfico de colesterol y se ha implicado en el 

estudio de varias enfermedades, incluyendo NPC, Alzheimer y arterosclerosis. 

Esta droga permea dentro de las células e inhibe el transporte de colesterol 

desde los endosomas tardíos/lisosomas hacia el RE (Feng et al., 2003, Koh et 

al., 2006). En macrófagos, concentraciones micromolares de esta droga 

inhiben el tráfico de colesterol en los endosomas tardíos; mientras que 

concentraciones nanomolares impiden el tráfico de colesterol en el RE, similar 

a lo encontrado en la enfermedad de NPC (Feng et al., 2003, Koh et al., 

2006). 
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Figura 11. Representación de la estructura química de la droga U18666A.  

Estructura química de la droga U18666A (3β-[2-(dietilamino)etoxi]androst-5-

en-17-ona), la cual es permeable en la membrana celular dada su naturaleza 

anfifílica (Cenedella et al., 2004). 
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El efecto que ejerce esta droga sobre el tráfico de colesterol, involucra 

la participación directa de la proteína NPC1 (Liscum et al., 1991, Liscum et al., 

1992). En estudios con células de la granulosa (localizadas en los folículos 

ováricos, rodeando al ovocito), incubadas con la droga U18666A, se observó 

un aumento de más de dos veces en los niveles del RNAm del gen npc1 y de 

la proteína NPC1. Estos resultados sugieren que la droga puede alterar las 

funciones de NPC1, activando un mecanismo compensatorio que da como 

resultado un incremento en la síntesis de novo de NPC1 (Watari et al., 2000). 

En los resultados obtenidos durante la maestría, observamos que 

después de bloquear el tráfico de colesterol en endosomas (tráfico vesicular) 

por efecto de la droga U18666A, incrementaban algunos procesos de 

virulencia como la eritrofagocitosis y la destrucción de monocapas de células 

epiteliales (después de revertir este bloqueo). Por lo que creemos que el 

tráfico vesicular es un evento indispensable para el movimiento tanto de 

colesterol como de otras moléculas involucradas en estos procesos de 

virulencia. 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

E. histolytica es un protozoario intestinal capaz de provocar la muerte a 

millones de personas alrededor del mundo. Posee diferentes mecanismos de 

virulencia, siendo el tráfico vesicular imprescindible para que se lleve a cabo 

el transporte de diferentes proteínas y moléculas involucradas en estos 

mecanismos.  

 

Estas proteínas y moléculas se transportan intracelularmente en 

vesículas que siguen el sistema endolisosomal y sus membranas están 

formadas por lípidos como el colesterol.  

 

Se sabe que el colesterol es importante para la supervivencia y 

virulencia de E. histolytica, sin embargo, se desconoce cuáles son las 

proteínas con las que interactúa para su transporte y distribución hacia los 

sitios donde es requerido. En eucariontes superiores se ha descrito que, en el 

transporte intracelular de colesterol, específicamente a nivel de endosomas 

tardíos/lisosomas, participan esencialmente dos proteínas: NPC1 y NPC2. Por 

lo tanto, es de relevancia conocer si en el parásito E. histolytica se expresan 

las proteínas NPCs y cuál es su función en el transporte de colesterol y en los 

procesos patogénicos. Entender el tráfico vesicular de moléculas 

directamente involucradas en los mecanismos de virulencia, nos permitirá en 

un futuro el diseño de estrategias alternativas para el combate de la amibiasis. 
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4. OBJETIVO GENERAL 

 

Identificar una posible EhNPC2 y caracterizar la función de ambas 

proteínas (EhNPC1 y EhNPC2) durante el transporte de colesterol en E. 

histolytica y estudiar cómo influye este transporte en diversos eventos 

relacionados con la virulencia del parásito.  
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5. OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1. Investigar la estructura de las proteínas hipotéticas EhNPC1 y EhNPC2 y su 

asociación con el colesterol, mediante análisis bioinformáticos. 

 

2. Comprobar que los genes, transcritos y proteínas están presentes en 

trofozoítos de E. histolytica. 

 

3. Determinar la localización subcelular de las proteínas EhNPC1 y EhNPC2 en 

trofozoítos de E. histolytica. 

 

4. Analizar las interacciones entre EhNPC1, EhNPC2 y otras proteínas 

endosomales, así como con el colesterol y el LBPA en trofozoítos de E. 

histolytica. 

 

5. Estudiar el tráfico del colesterol durante eventos relacionados con la virulencia 

in vitro e in vivo de E. histolytica, a través de su arresto mediante el uso de la 

droga U18666A. 
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Estrategia experimental. 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 

7.1 Análisis in silico de las proteínas hipotéticas EhNPC1 y EhNPC2 

La secuencia proteica de NPC1 y NPC2 se buscó en el proteoma de E. 

histolytica, con ayuda de la base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of 

Genes and Genomes) (http://www.genome.jp/kegg/). La similitud entre la 

proteína NPC1 de amiba y la de H. sapiens, se determinó mediante el 

programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) y empleando el 

servidor ExPASy (Expert Protein Analysis System) (https://www.expasy.org/). 

Los criterios de selección fueron: 1) al menos el 20% de identidad y 2) un 

valor de “e” lo más cercano a 0. Se realizaron alineamientos con múltiples 

secuencias de la proteína NPC1 de otros organismos, auxiliándonos del 

programa ClustalW (http://www.ch.embnet.org/software/ClustalW.html). 

También se realizó la predicción de regiones transmembranales y su 

orientación en la membrana mediante el programa TMprep 

(http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html). Para la 

identificación de dominios estructurales se utilizó el programa SMART 

genomic (Simple Modular Architecture Research Tool) (Smart.embl-

heildelberg.de). 

La secuencia NPC2 no se encontró en la base de datos KEGG, por lo 

cual se realizó una búsqueda a partir del dominio de reconocimiento de 

esteroles (E1_DerP2_DerF2) descrito en la proteína NPC2 de humano. 

Siguiendo esta estrategia, encontramos dos proteínas putativas NPC2 en E. 

histolytica con los números de acceso: EHI_068260 y EHI_188770 y que de 

ahora en adelante llamaremos EhNPC2a y EhNPC2b, respectivamente. 

 

7.2 Modelaje molecular 

Las secuencias de aminoácidos de EhNPC1, EhNPC2a y EhNPC2b 

fueron analizadas mediante el servidor RaptorX (http://raptorx.uchicago.edu/) 

para predecir su estructura terciaria. La orientación en la membrana se obtuvo 

a través de la base de datos OPM (Orientations of Proteins in Membranes) 

(http:opm.phar.umich.edu/). La región amino terminal (NTD) de EhNPC1 (1 a 
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250 aminoácidos) se comparó con el cristal del NTD de la NPC1 de humano 

(número PDB 3GKI) (23 a 254 aminoácidos). En tanto que las estructuras 

tridimensionales de EhNPC2a y EhNPC2b se compararon con el cristal de la 

proteína NPC2 de Bos taurus. Ambos cristales se obtuvieron de la base de 

datos “Protein Data Bank” (PDB) (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). 

Los modelos obtenidos se analizaron mediante el programa UCSF Chimera 

(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/). El acoplamiento molecular de cada 

proteína con el colesterol, se realizó en el programa AutoDockTools V1.5.6 

(http://autodock.scripps.edu/resources/adt) y los sitios de interacción se 

analizaron mediante el programa Ligplotv.4.5.3 

(http:www.ebi.ac.uk/thorntonsrv/software/LIGPLOT/). El tamaño de la 

cuadrícula usada fue de 126x126x126 puntos, con un espacio de 0.8 Å. Los 

acoplamientos moleculares se realizaron en función de la energía libre 

empírica y con base al algoritmo de genética Lamarckian. El número de 

corridas GA fue de 200, utilizando un número máximo para la evaluación de 

2x106. La estructura de colesterol en formato PDB se obtuvo de la base de 

datos ZINC12 (www.zinc.docking.org) y la energía de minimización se obtuvo 

en los programas PRODGR (davapc1.boich.dundee.ac.us/prodrg/) y 

CHIMERAV1.10.1. 

 

7.3 Cultivo de E. histolytica 

Los trofozoítos de E. histolytica de la cepa HM1-IMSS clona A (Orozco 

et al., 1983) y clona G3 (Bracha et al., 2003), se cultivaron axénicamente en 

cajas de cultivo a 37°C, en medio TYI-S-33 (Diamond et al., 1978) 

suplementado con 3% de mezcla de vitaminas Diamond (North American 

Biologicals), 0.25 Ul/ml de bencilpenicilina (Lakeside), 35 μg/ml de 

estreptomicina (Lakeside) y 15% de suero bovino adulto (SBA) (Microlab). 

Una vez que los trofozoítos alcanzaron la fase logarítmica de crecimiento, se 

cosecharon a 800 g durante 5 min a 4°C y se utilizaron para los 

experimentos correspondientes. Para cuantificar el número de trofozoítos, se 
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realizó un conteo en la cámara de Neubauer, empleando la siguiente 

fórmula: 

No. Amibas (sumatoria de los 4 cuadrantes) / 4* (Factor de dilución) = No. 

amibas/ml 

En la mayoría de los casos se utilizaron trofozoítos de la clona A, excepto 

para los ensayos de silenciamiento de los genes ehnpc1 y ehnpc2a, donde 

se emplearon trofozoítos de la clona G3. 

 

7.4 Tratamiento con la droga U18666A 

Cultivos de trofozoítos en fase logarítmica de crecimiento se incubaron 

durante 12 horas con medio TYI sin suero, suplementado con 3 μg/ml de la 

droga U18666A (Sigma-Aldrich) y enseguida se realizaron los experimentos 

correspondientes, manteniendo durante el procesamiento la misma 

concentración de tratamiento con la droga. 

 

7.5 Extracción de DNA genómico 

El DNA genómico de los trofozoítos se obtuvo con el kit DNA 

purification System (Promega). Los trofozoítos se colectaron mediante 

centrifugación a 800 g, a 4°C y la pastilla se lavó con PBS (NaCl 137 mM, KCl 

2.7 mM, Na2HPO4 8mM, KH2PO4 2 mM). Posteriormente, al paquete celular 

se le adicionó 600 µl de la solución de lisis nuclear y se mezcló por pipeteo. A 

la muestra se le añadió 3 µl de solución de RNAasa, se agitó por 30 seg y se 

incubó a 37°C durante 30 min. Después de enfriar la muestra a TA, se 

adicionaron 250 µl de solución de lisis, se agitó por 30 seg y se incubó a 4°C 

durante 5 min. El tubo se centrifugó a 4000 g durante 6 min y el sobrenadante 

se transfirió a un tubo nuevo que contenía 600 µl de isopropanol a TA. 

Después de mezclar suavemente por inversión, el tubo se centrifugó 

nuevamente a 4000 g por 1 min y al sobrenadante se le adicionó 600 µl de 

etanol al 70%. La muestra se mezcló por pipeteo y se centrifugó a 4000 g por 

1 min. El etanol se removió y el tubo se dejó secar en esterilidad 

aproximadamente durante 10 min. El DNA genómico se resuspendió con 
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agua inyectable estéril, y se hicieron alícuotas, las cuales se almacenaron a -

20°C hasta su uso. 

 

7.6 Extracción de RNA total 

 Los trofozoítos de E. histolytica colectados a 4°C, se empastillaron por 

centrifugación a 800 g y se les adicionó 1 ml de Trizol (Sigma-Aldrich, USA) 

por cada 1x107 células. La mezcla se homogenizó y se incubó a TA por 5 min. 

Posteriormente, se adicionaron 200 µl de cloroformo por cada ml de Trizol, el 

tubo se agitó y se incubó a TA por 3-4 min. La preparación se centrifugó a 

3500 g durante 15 min a 4°C y la parte acuosa se transfirió a un tubo nuevo, 

donde se adicionaron 500 µl de isopropanol frío por cada ml de Trizol. 

Después de incubarse a TA por 10 minutos, la muestra se centrifugó a 3500 g 

durante 10 min a 4°C. La pastilla se lavó 2-3 veces con 1 ml de etanol al 75 % 

por cada ml de Trizol, se homogenizó y centrifugó a 3000 g, durante 5 min a 

4°C. La pastilla que contenía el RNA total se secó en esterilidad, se 

resuspendió en agua tratada con DEPC (dietilpirocarbonato) y se almacenó a 

-70°C hasta su uso. 

 

7.7 Tratamiento con DNasa  

Una vez obtenido el RNA total, las muestras se trataron con DNasa 

para eliminar la posible contaminación con DNA genómico. El RNA total (1 µg) 

se incubó a 37°C durante 30 min con 1 µl de DNasa libre de RNasa (Thermo 

Scientific). La DNasa se inactivó con EDTA 50 mM a 65°C durante 10 min e 

inmediatamente se usó para generar el DNA complementario (DNAc). 

 

7.8 Síntesis de DNAc 

Para la síntesis de DNAc, 1 μg de RNA total pre-tratado con DNasa se 

incubó con 1 μl de oligo dT 10 μM (Sigma) y 1 μl de dNTPs, durante 5 min a 

65 °C. Para la reacción de retro-transcripción, se adicionaron 4 μl de 

amortiguador 5X (Tris-HCl 250 mM pH 8.3, KCl 375 mM y MgCl2 15 mM), 2 μl 

de DTT (ditiotreitol) 0.1 M y 2 μl de inhibidor de RNasa. La mezcla se incubó a 
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42 °C durante 2 min y posteriormente se adicionó 1 μl de transcriptasa 

reversa (200 U/μl, SuperScript II, Invitrogen), la cual se incubó a 42 °C 

durante 50 min. Para inactivar la transcriptasa reversa, la reacción se incubó a 

70 °C por 15 min y el DNAc obtenido se almacenó a -20 °C hasta su uso. 

 

7.9 Electroforesis en geles de agarosa 

La separación del DNA, RNA total y RNAm se realizó mediante 

electroforesis en geles de agarosa al 1% preparados con amortiguador TAE 

(40 mM Tris acetato y 1mM EDTA). A las muestras se les adicionó 

amortiguador de carga (azul de bromofenol al 0.25%, xilencianol al 0.25% y 

glicerol al 30%) y la electroforesis se llevó a cabo por 1 h a 70-80 V. 

Posteriormente, los geles fueron observados bajo luz UV en el GelDoc 

(BioRad). 

 

7.10 Diseño de oligonucleótidos y PCR 

El diseño de los oligonucléotidos para amplificar los genes completos 

npc1, npc2a, npc2b y s2 se realizó empleando los programas Pearlprimer y 

DNAWorks disponibles en internet (http://helixweb.nih.gov/dnaworks). El gen 

que codifican para la proteína s2 de la subunidad 40s del ribosoma se usó 

como control de carga. A los oligonucleótidos se les añadieron secuencias 

específicas, para ser reconocidos por las enzimas de restricción BamHI en el 

oligo sentido y SalI en el oligo antisentido (Tabla 1). Además, añadimos los 

nucleótidos GC y CC en los oligos sentido y antisentido, respectivamente, 

para favorecer la estabilidad de unión de las enzimas de restricción (Tabla 1). 

También se diseñaron oligonucleótidos para los ensayos de PCR en tiempo 

real (Tabla 1). Así como los oligonucleótidos usados para amplificar los 

fragmentos específicos para silenciamiento (Tabla 1). 

Todos los oligonucleótidos se alinearon en el genoma de E. histolytica, 

usando la base de datos AmoebaDB, con la finalidad de comprobar que estas 

secuencias sólo correspondieran a los genes de interés. Una vez comprobada 

la especificidad de los oligos, se enviaron a sintetizar. 
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Gen 

completo 
Secuencia de los oligonucleótidos 

Tamaño del 

amplicon (pb) 

Ehnpc1 

S 
GCGGATCCATGTTTGTTTTCTTCTTCTTGATAAG

TGTTGTAATTAGTATTAC 
4020 

A 
CCGTCGACCATTCAAAGTTTTGATATTCTCCTTT

TGTACTCTT 

Ehnpc2a 

S 
GCGGATCCATGCCATTGGTTAACCCATTATTTTT

TTTATTACTTATTTCATTC 
441 

A 
CCGTCGACCTATTTAACTAATACCGGACCAAAT

TCTGAACAACTGAATAGAGTGC 

Ehnpc2b 

S 
GCGGATCCATGTTTGTGTTATTCATACTATTCAC

TACTCTTTTTGCA 
426 

A 
CCGTCGACTTATTTCATATCAAGCATAAATCCTA

AACAAGTGATATTATAGTCACC 

qRT-PCR Secuencia de los oligonucleótidos 
Tamaño del 

amplicon (pb) 

Ehnpc1 
S ATTTACCTCTGCTGGATTCTTCTC 

164 
A GGAACATACTGACCATCTTTATCG 

Ehnpc2a 
S CAGTGAGTGGTTTAGCATCAG 

131 
A CCTTTGAAAGTTGTGGAACAG 

Ehnpc2b 
S CTCCATTTGTCTACCTGAACC 

232 
A CTGGACATCTAACTACTGTTCC 

R40s 
S ATTCGGAAATAGAAGAGGAGG 

104 
A ACTATTCTTCCAAGCTTGGT 

Silenciamiento 

de los genes 
 Secuencia de los oligonucleótidos 

Tamaño del 

amplicon (pb) 

Ehnpc1 S AGCTAGGCCTATGTTTGTTTTCTTCTTCTTGAT 400 

 A GCATGAGCTCTCATCAATTTCAGTCCATCTTG  

Ehnpc2a S 
AGCTAGGCCTATGTTTGTGTTATTCATACTATTC

AC 
420 

 A GCATGAGCTCAACAAGTGATATTATAGTCACCG  
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Tabla 1. Secuencias oligonucleótidos utilizados. Los sitios de corte de las 

enzimas de restricción BamHI (rojo) y SalI (azul) se muestran subrayados en 

las secuencias de los oligonucleótidos para amplificar los genes completos. 

También se muestran las secuencias de los oligonucleótidos usados en los 

ensayos de PCR en tiempo real (qRT-PCR) y para el silenciamiento de los 

genes, donde se marcan los sitios de restricción StuI (verde) y SacI (morado). 

S: sentido. A: antisentido. 
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7.11 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Para la amplificación de los genes de interés mediante PCR 

convencional se utilizaron 100 ng de DNA genómico, 10 μM de cada 

oligonucleótido sentido y antisentido correspondiente, 10 mM de cada dNTP 

(dATP, dCTP, dTTP y dGTP), amortiguador GC 5X, 2.0 mM de cloruro de 

magnesio, 1 U de DNA polimerasa de alta fidelidad KAPA (HiFi HotStart, 

Biosystems) y agua inyectable, hasta completar un volumen de 50 μl. Como 

control negativo, las reacciones se llevaron a cabo sin añadir ADN. Las 

amplificaciones se realizaron en el termociclador Mastercycler personal 

(Eppendorf), utilizando las condiciones de la tabla 2. 

 

7.11.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida 

La separación de los productos de PCR se realizó mediante 

electroforesis en geles de poliacrilamida al 10%, preparados con amortiguador 

TBE (45 mM de tris base, 45 nM de ácido bórico y 1 mM de EDTA). A las 

muestras se les adicionó amortiguador de carga (azul de bromofenol, xileno 

cianol y glicerol al 80 %) y la electroforesis se llevó a cabo manteniendo un 

voltaje constante de 80-90 V por 120 min. Posteriormente, los geles se 

desmontaron y se colocaron en una solución de bromuro de etidio al 0.05% 

para detectar, bajo luz UV, los fragmentos de PCR amplificados. 

 

7.12 Clonación de los genes ehnpc2a y ehnpc2b 

A partir de DNAc de E. histolytica se amplificaron los genes completos 

npc2a y npc2b, empleando la siguiente reacción de PCR: 1 μg de DNAc, 

amortiguador KAPA Hifi 5X, 10 mM de la mezcla de dNTP (Mix KAPA), 10 mM 

de cada oligo sentido y antisentido y 2.5 U de la polimerasa de alta fidelidad 

KAPA Hifi. La amplificación se realizó en el termociclador Mastercycler 

personal, usando las condiciones descritas en la tabla 3. El producto 

amplificado se analizó en geles de agarosa al 1%. Las bandas 

correspondientes al tamaño esperado para los genes ehnpc2a y ehnpc2b se 

cortaron y purificaron con el kit GeneJet Gel Extraction (Thermo Scientific). 
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Tabla 2. Condiciones para amplificar un fragmento de los genes ehnpc1, 

ehnpc2a y ehnpc2b 

 

Temp. Inicial 95 ºC 5 min 1 ciclo 

Desnaturalización 98 ºC 20 seg 

40 ciclos Alineamiento 58 ºC 30 seg 

Extensión 72 ºC 30 seg 

Extensión final 72 ºC 5 min 1 ciclo 

Temperatura final 4 ºC ∞ 

 

 

 

 

Tabla 3. Condiciones para amplificar los genes completos ehnpc2a y 

ehnpc2b. 

Temp. Inicial 95 ºC 5 min 1 ciclo 

Desnaturalización 98 ºC 20 seg 

40 ciclos Alineamiento 63 ºC 30 seg 

Extensión 72 ºC 30 seg 

Extensión final 72 ºC 4 min 1 ciclo 

Temperatura final 4 ºC ∞ 
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Los genes fueron clonados en el vector pJET 1.2/blunt (Thermo 

Scientific) (Figura 13), previamente restringido con las enzimas BamHI y SalI y 

utilizando el kit CloneJet (Thermo Scientific). La mezcla de reacción contenía: 

1 μg del producto de PCR, buffer de reacción 2X, 50 ng/μl del plásmido pJET 

1.2/blunt y 5 U/μl de ligasa de DNA T4 (Invitrogen). La mezcla de ligación se 

incubó durante 5 min a TA. 
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Figura 13. Vector de clonación pJET 1.2/blunt. Este vector consta de 2974 

pb, posee un replicón (en la posición 1762-1148), un sitio de resistencia a la 

ampicilina (2782-1922), un sitio de inicio de la replicación (1162), un gen letal 

que permite la selección de las colonias que poseen el plásmido (753-16), 

múltiples sitios de clonación para colocar el inserto (422-328) y un sitio de 

inserción para ligar el inserto (371-372). 
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7.12.1 Preparación de bacterias competentes 

A partir de una colonia de bacterias Escherichia coli DH5α se obtuvo un 

cultivo con una densidad óptica (DO) de 0.4, medida a una longitud de onda 

de 600 nm. Las bacterias crecidas a 37 ºC se empastillaron a 500 g, se 

lavaron con 50 mM de CaCl2, nuevamente se centrifugaron a 1000 g y la 

pastilla se resuspendió en una mezcla de 50 mM de CaCl2 y glicerol al 25%. 

Se realizaron alícuotas de las bacterias y se almacenaron a 4 ºC, por no más 

de una semana, hasta su uso. 

 

7.12.2 Transformación de bacterias 

Bacterias E. coli DH5α competentes frescas (50 l) se mezclaron con 

30 ng de los plásmidos a insertar y se incubaron a 4 ºC durante 5 min a 4 ºC. 

Posteriormente, la mezcla se sometió a un choque térmico a 42 ºC, se le 

adicionó 500 l de medio Luria-Bertani (LB) y se incubó a 37 ºC durante 1 h. 

La reacción se sembró en placas de LB-agar con ampicilina (100 mg/ml) para 

seleccionar las bacterias transformadas y se incubaron a 37 ºC durante toda 

la noche (ON). 

 

7.12.3 Purificación de los plásmidos y de los productos de interés 

Los plásmidos contenidos en las colonias de bacterias transformadas 

se aislaron con el kit Fast Plasmid Mini (Fermentas), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Después, el gen de interés se digirió con las 

enzimas de restricción correspondientes (SalI y BamHI) y los productos 

generados se analizaron en geles de agarosa al 1%. 

El inserto de interés se cortó del gel de agarosa y los fragmentos del 

gel 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 g durante 1 min y se descartó lo 
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que no se unió. Con la finalidad de lavar el DNA 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 DNA 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 g durante 1 min. El DNA obtenido se cuantificó por 

espectrofotometría a 260/280 nm en un equipo Nanodrop (Thermo) y se 

almacenó a -20°C hasta su uso. 

 

7.12.4 Ligación 

El inserto de interés y el plásmido de expresión pGEX-6P-1 

(Amersham; Figura 14) digeridos y purificados, se ligaron en una proporción 

de 1:10 ó 1:20 (vector: inserto). Las mezclas de ligación se realizaron en un 

volumen final de 10-15 μl, conteniendo 50 ng del plásmido pGEX-6P-1-

BamHI/SalI, 50 ng del inserto, 1 μl (100 unidades) de T4 DNA ligasa 

(Invitrogen), 2 μl de amortiguador T4 DNA Ligasa 5X (Invitrogen) y agua 

inyectable para completar el volumen final de reacción. La reacción se incubó 

por 16-18 h a 16°C. Como control negativo se llevó a cabo la misma reacción 

sin el inserto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

53 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Vector de clonación pGEX-6P-1. Mapa del vector utilizado para 

la clonación de los genes ehnpc2a y ehnpc2b. Los sitios de restricción 

utilizados para insertar los productos de interés fueron los de las enzimas 

BamHI y SalI. 
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7.12.5 Inducción de las proteínas recombinantes EhNPC2a y EhNPC2b 

Las construcciones pGEX-ehnpc2a y pGEX-ehnpc2b se transformaron 

en bacterias E. coli BL21 pLysS y se indujo la expresión de las proteínas 

recombinantes. Esta expresión se encuentra bajo el control del promotor tac, 

que es inducido por el isopropil-β-tio-galactopiranósido (IPTG). El gen lacIq 

codifica para una proteína represora que se une al promotor tac y que sólo el 

inductor IPTG puede eliminar, manteniendo así un control en la expresión del 

inserto.  

En todos los casos se sembró una colonia en 10 ml de medio LB con 

ampicilina (100 μg/ml de medio) y el cultivo se incubó con agitación orbital 

(Lab-LineR Incubator-Shaker) a 37ºC y 180 rpm hasta alcanzar una DO de 

0.4-0.6 a 600 nm. Posteriormente, se llevó a cabo la inducción de la expresión 

adicionando de 0.5 mM de IPTG, durante 3 h a 37 ºC. 

 

7.12.6 Análisis de la solubilidad de las proteínas recombinantes GST-

EhNPC2a y GST-EhNPC2b 

Para el análisis de la solubilidad, se utilizaron 100 ml de cultivo 

bacteriano transformado e inducido. Las bacterias se centrifugaron a 10,000 g 

por 5 min, la pastilla se resuspendió en 2.5 ml de amortiguador de lisis (Tris-

HCl 20 mM pH 8.0, EDTA 2mM, NaCl 100mM y 1 mM PMSF), se le adicionó 

lisozima a una concentración final de 1 mg/ml y se incubó por una h. 

Posteriormente, la mezcla se sometió a sonicación en frío (sonicador 

ultrasónico de punta Vibra-Cell SonicsR), por 5 veces, con intervalos de 10 

seg a una amplitud de 60 W. El lisado celular se centrifugó a 12,000 g por 20 

min a 4ºC, para separar la fracción soluble y la insoluble. Se tomó una 

alícuota de 100 μl de cada fracción y se les adicionó 20 μl de amortiguador de 

muestra 5X (Tris HCl 0.5 M pH 6.8, glicerol 40%, SDS 2%, β-mercaptoetanol 

5%, azul de bromofenol 0.05%). Las muestras se analizaron por electroforesis 

en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE), los cuales se 

tiñeron con solución de azul de Coomassie (Metanol 50%, ácido acético 10%, 
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azul de Coomassie R-250 0.2%) y se decoloraron posteriormente para 

observar las proteínas claramente. 

 

7.12.7 Electroelución de las proteínas recombinantes 

 Se corrieron cuatro geles preparativos SDS-PAGE con la fracción 

insoluble de los lisados bacterianos y posteriormente se cortaron las bandas 

correspondientes al peso de cada proteína recombinante (incluyendo la 

etiqueta de GST). Las muestras se cortaron en pequeñas fracciones y se 

colocaron en una cámara de electroelución (Bio-Rad), que se sometió a 40 V, 

durante 2.5 h. Las proteínas electroeluídas se pasaron por Columnas de 

Sephadex G-25 (Columna PD-10; GE) para eliminar las sales. Las fracciones 

colectadas se cuantificaron y se utilizaron para inmunizar animales y generar 

anticuerpos. 

 

7.13 Síntesis del péptido de la proteína EhNPC1 

 La secuencia de la proteína EhNPC1 se introdujo en los programas 

BCPREDS (B-cell epitope prediction server) (http://ailab.ist.psu.edu/bcpred/) y 

ABCpred (Artificial neural network based B-cell epitope prediction Server) 

(http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/), para determinar el epítope 

idóneo para generar un anticuerpo contra la proteína EhNPC1. Los programas 

usados permitieron determinar: hidrofobicidad, accesibilidad, superficie 

expuesta, polaridad y antigenicidad de los candidatos analizados. El epítope 

seleccionado fue DEQPMYDKDGQYVPVEKRLE, que consta de 20 aa 

(residuos 766-786). 

 

7.14 Producción de anticuerpos 

El péptido de la proteína EhNPC1 y la proteína recombinante 

EhNPC2a-GST se resuspendieron en el adyuvante TiterMax Gold (Sigma-

Aldrich) y se inmunizaron en conejos Nueva Zelanda y ratones Balb/c, a una 

concentración de 100-200 y 50 µg, respectivamente. Se realizaron 2 

inmunizaciones más cada 15 días y se obtuvo una muestra sanguínea antes 
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de cada inmunización para medir el título de anticuerpo, mediante ensayos de 

Western blot. Antes de iniciar con las inmunizaciones se tomó una muestra 

sanguínea de los animales para obtener el suero preinmune 

 

7.15 Extracción de proteínas totales de E. histolytica  

Los trofozoítos de E. histolytica se cosecharon cuando alcanzaron su fase 

logarítmica como se describió anteriormente. Posteriormente la pastilla se 

resuspendió (1 ml por cada 15 x 106 trofozoítos), en PBS en presencia de una 

mezcla de inhibidores de proteasas (PHMB 100 mM, PMSF 100 mM; 

benzamidina 100 mM; aprotinina 10 mg/ml; pepstatina 1 mg/ml; leupeptina 10 

mg/ml y E-64 1 mg/ml). La lisis celular se llevó a cabo congelando la muestra 

en nitrógeno líquido y descongelándola con agitación a temperatura ambiente 

(TA) con el vórtex y realizando pases 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 su uso. 

 

7.15.1 Ensayos de Western blot (WB) 

Las muestras de proteínas se mezclaron con amortiguador de carga 2X 

(Glicerol 20%, SDS 4%, Tris HCl 0.125 M, -mercaptoetanol 10%, azul de 

bromofenol 0.05%, pironina 0.05%) y se separaron por SDS-PAGE. Los geles 

se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad) en una unidad de 

electrotransferencia (Bio-Rad). Las unidades se montan a manera de 

emparedado en el siguiente orden: ánodo, esponja, papel filtro Whatman, gel, 

membrana de nitrocelulosa, papel filtro Whatman, esponja y cátodo. La 

cámara se cargó con solución de transferencia (Tris 25 mM, Glicina 100 mM, 

SDS 0.1 %, metanol 20%) fría y se colocó en un baño de hielo para transferir 

las proteínas a 400 mA por 1.5 h. Después, la membrana se tiñó con rojo de 

Ponceau (rojo de Ponceau 0.1% y ácido acético 1%), para verificar la 

integridad de las muestras proteicas. A continuación, la membrana se incubó 

con solución bloqueadora (PBS-leche 5%) y para la inmunodetección se 

usaron los anticuerpos generados diluidos 1:3000 en PBS-leche 5%. El 
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anticuerpo primario se incubó toda la noche en agitación a 4ºC. 

Posteriormente, se realizaron 5 lavados de 10 min con PBS-Tween-20 al 

0.5% y la membrana se incubó 2 h a TA con el anticuerpo secundario -IgG 

acoplado a peroxidasa (de conejo o rata según el anticuerpo primario), diluido 

1:10,000 en PBS-leche 5%. Al término de la incubación se realizaron los 

mismos lavados con PBS-Tween-20 al 0.5%, como se describió 

anteriormente. La unión antígeno-anticuerpo se reveló con el método 

quimioluminiscente ECL (Amersham), en el equipo Microchemi 4.2 

(Accesolab). Las imágenes obtenidas se procesaron en el programa ImageJ 

1.44p para realizar la cuantificación densitométrica. 

 

7.16 Cuantificación de colesterol 

Los trofozoítos (5x105) se cosecharon y lavaron dos veces con PBS. 

Posteriormente, la pastilla celular se resuspendió en una mezcla de 

isopropanol, cloroformo y NP40 (7:11:1), Esta suspensión se centrifugó a 

13000 g por 10 min y la fase orgánica se colectó. Esta fase se secó por 

aproximadamente 3 h a 55°C. Los lípidos fueron cuantificados mediante el kit 

“Quantitation colesterol” (Sigma-Aldrich), de acuerdo al protocolo del 

fabricante. 

 

7.17 Tinción del colesterol (filipina) 

Los trofozoítos (5x104) se colocaron en cubreobjetos estériles por 30-

40 min a 37°C, para permitir la adhesión de las amibas al vidrio. 

Posteriormente, las células se fijaron con paraformaldehído (PFA) tibio al 4%, 

diluido en PBS (pH 7.4), durante 60 min a 37°C. Después, se realizaron tres 

lavados con PBS tibio, para eliminar el exceso de PFA. A continuación, las 

células se incubaron con glicina 1.5 mg/ml, durante 10 min a TA, se 

realizaron de 2-3 lavados con PBS tibio y se incubaron durante 2 h a TA con 

250 μg/ml de filipina (Sigma-Aldrich). Las preparaciones se lavaron 3 veces 

con PBS y se incubaron con ioduro de propidio (2 µg/ml) durante 20 min a T. 

A. Finalmente, las muestras se lavaron 3-4 veces con PBS, se montaron en 
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portaobjetos con el medio preservador de la fluorescencia VectaShield 

(Vector Laboratories Inc), se observaron en un microscopio confocal (Carl 

Zeiss LMS 700) y se analizaron con el software ZEN (Zen 2009 light Edition; 

Zeiss).  

 

7.18 Co-localización por inmunofluorescencia durante la fagocitosis 

Los trofozoítos se adhirieron por 30 min a cubreobjetos y posteriormente, se 

realizó la cinética de eritrofagocitosis (0, 15, 30, 60, 90 min) a 37°C. Las 

muestras se fijaron con PFA al 4%, durante 40-50 min a 37°C, se 

permeabilizaron con Tritón X-100 al 0.05% durante 20 min y se bloquearon 

con suero fetal bovino (SFB) al 10% durante 1 h a 37°C. Después, se 

colocaron los anticuerpos primarios (α-EhNPC1 de conejo, 1:100; α-

EhNPC2a de rata, 1:100; α-EhADH de conejo, 1:500 (Banuelos et al., 2005); 

α-EhRab7A de conejo, 1:500 (Nakada-Tsukui et al., 2005); α-lectina 

Gal/GalNAc de ratón, 1:50 (Petri et al., 1989); α-LBPA de ratón, 1:30 

(CIPQUIM); α-EhSERCA de conejo, 1:1000 (Martinez-Higuera et al., 2013)), 

seguidos de sus correspondientes anticuerpos secundarios (α-IgG de conejo 

acoplado a FITC, 1:100; α-IgG de rata acoplado a TRITC, 1:100; α-IgG de 

conejo acoplado a Cy5, 1:100; α-IgG de ratón acoplado a TRITC, 1:100) 

(Zymed; 1:100). Finalmente, las preparaciones se lavaron 3-4 veces con 

PBS, se montaron en portaobjetos con el medio preservador de la 

fluorescencia Vecta-Shield y se procesaron para microscopía confocal como 

se describió en el apartado anterior. 

 

7.19 Microscopia electrónica de transmisión (MET) 

Para los experimentos de inmunomarcaje con oro coloidal, los 

trofozoítos fueron fijados con PFA al 4% y glutaraldehído al 0.5% en PBS 

durante una hora a TA. Las muestras fueron embebidas en resina LR white 

(London Resin Co) y polimerizadas bajo la luz UV a 4°C durante 24 horas. 

Posteriormente, cortes de 60 nm fueron montados en rejillas de níquel y 

posteriormente se incubaron toda la noche con anticuerpos α-EhNPC1 o α-
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rEhNPC2 (1:20) a TA, después se incubaron con sus respectivos anticuerpos 

secundarios acoplados a partículas de oro de 20 nm (anti-conejo) y 10 nm 

(anti-rata) (Ted Pella Inc; 1:60). Los cortes fueron contrastados con acetato de 

uranilo y citrato de plomo y se observaron con el microscopio de transmisión 

Joel JEM-1011. El número de partículas de oro se cuantificó a partir de 12 

imágenes y se obtuvo la media por µm2. 

 

7.20 Inmunoprecipitación  

Extractos totales de trofozoítos (1x106) se incubaron ON a 4°C con 

200 µl proteína A/G acoplada a perlas de agarosa (Invitrogen) y ligada a 1 μg 

de anticuerpo (-NPC1 o -NPC2). Las proteínas inmunoprecipitadas se 

colectaron por centrifugación a 800 g durante 5 min a 4°C, se lavaron 3 

veces con amortiguador RIPA (40 mM Tris HCl pH 7.6, 150 mM NaCl, 2 mM 

EDTA, 0.5 % DOC, 0.2% SDS, 1% Tritón x-100, 10% glicerol) y se extrajeron 

con amortiguador de Laemmli 2X (200 mM Tris-HCl pH 6.8, 1 mM EDTA, 6% 

SDS, 4% 2-mercaptoetanol, 10% glicerol) por ebullición durante 10 min. Las 

proteínas inmunoprecipitadas se resolvieron en geles de SDS-PAGE y se 

inmunodetectaron por ensayos de WB. 

 

7.20.1 Dot blot 

Los extractos totales (50 µg) obtenidos como se describió anteriormente, se 

colocaron por goteo en una membrana de nitrocelulosa. Posteriormente, se 

realizó un WB convencional usando el anticuerpo -colesterol en proporción 

1:100 (Cloud Clone Co), seguido de su respectivo anticuerpo secundario 

acoplado a HRP (Zymed; 1:10,000). 

 

7.21 Ensayo de secreción 

Los trofozoítos (3x106) se crecieron en medio TYI (sin suero) durante 12 h y 

posteriormente, se incubaron con 100 µl de suero bovino adulto (SBA, 

Microlab Co.) durante 0, 0.5, 5 y 15 min a 37°C. Los trofozoítos se 

centrifugaron y los sobrenadantes se colectaron al igual que las pastillas 
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celulares. Ambas fracciones se procesaron con inhibidores de proteasa 

(utilizados anteriormente) y amortiguador de Laemmli 5X. Las muestras se 

sometieron a SDS-PAGE en geles al 12% y se transfirieron a membranas de 

nitrocelulosa para llevar a cabo experimentos de WB. 

 

7.22 Obtención de eritrocitos 

Se obtuvo una muestra de sangre humana por punción venosa y se 

colocó en solución Alsever, la cual se utilizó como anticoagulante y que 

contenía ácido cítrico 2.86 mM (Sigma), citrato de sodio 27.2 mM (Sigma), 

cloruro de sodio 71.8 mM (Merck) y dextrosa 113.7 mM a un pH de 6.1. La 

muestra se centrifugó a 500 g y se lavó cuatro veces por 10 min con la misma 

solución Alsever. Los sobrenadantes, que contenían las células blancas, se 

eliminaron y las pastillas, con los eritrocitos, se cuantificaron en una cámara 

de Neubauer. Para el conteo celular se empleó la siguiente fórmula: 

No. Eritrocitos (sumatoria de los 5 cuadrantes) / 5*25*(factor de dilución) =  

No. eritrocitos/ml 

 

7.23 Adhesión  

Los trofozoítos se incubaron a 4°C con eritrocitos, en una proporción 

1:50 en medio TYI sin suero, por diferentes tiempos (0, 5, 10, 15, 30 y 60 

min). Los eritrocitos adheridos a las amibas se tiñeron con diaminobencidina 

(DAB) 4.5 mM y se incubaron a 37°C por 30-40 min. Posteriormente, las 

muestras se lavaron con PBS y se resuspendieron en aproximadamente 100 

l de PBS, de los cuales se tomaron sólo 10 l para cuantificar, mediante 

microscopia de luz, la cantidad de eritrocitos unidos a cada amiba. Se 

contaron 100 amibas por cada tiempo analizado y los experimentos se 

llevaron a cabo por triplicado. 

 

7.24 Eritrofagocitosis 

Los trofozoítos se incubaron a 37°C y con agitación suave con 

eritrocitos, en una proporción 1:50, en medio TYI sin suero a diferentes 
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tiempos (0, 5, 10, 15, 30 y 60 min). Los eritrocitos no ingeridos por las amibas 

se lisaron con ácido acético al 3%. Las muestras se centrifugaron a 441 g 

durante 5 min. El sobrenadante se eliminó y la pastilla, que contenía amibas 

que fagocitaron eritrocitos, se lisó con ácido fórmico absoluto. La suspensión 

celular se cuantificó por espectrofotometría, a una longitud de onda de 400 

nm. Estos ensayos se llevaron a cabo tres veces por triplicado. 

 

7.25 Actividad citopática 

Los trofozoítos (5x105) se incubaron sobre monocapas de células 

MDCK (3x105), a 37°C durante aproximadamente 2 h, hasta observar un 80% 

de destrucción de las monocapas. Para detener la acción citopática de las 

amibas, las preparaciones se incubaron a 4°C durante 15 min. El medio con 

las amibas despegadas se retiró y las monocapas epiteliales se lavaron seis 

veces con PBS frío y una vez con PBS a -20°C por 2 min. Para comprobar la 

completa remoción de las amibas sobre las MDCK, se realizaron 

observaciones al microscopio óptico. Posteriormente, las células epiteliales se 

fijaron con glutaraldehído al 2.5% en PBS, durante 15 min a TA y se lavaron 

tres veces con PBS. A continuación, las células se tiñeron con azul de 

metileno al 1%, en amortiguador de boratos 0.1 M (pH 8.7), por 10 min. Se 

realizaron tres lavados con amortiguador de boratos 0.01 M y el colorante fue 

extraído con 1 ml de HCl 1N, durante 30 min a 37°C. La suspensión se 

cuantificó por espectrofotometría, a una longitud de onda de 660 nm. Estos 

ensayos se realizaron al menos tres veces y por triplicado, de manera 

independiente.  

 

7.26 Actividad citotóxica 

A partir de trofozoítos (2x106), se realizaron extractos totales que 

fueron colocados sobre monocapas de células MDCK (3x105), a 37°C durante 

aproximadamente 4-5 h, hasta observar un 80% de destrucción de las 

monocapas. Las preparaciones se incubaron a 4°C durante 15 min. Las 

monocapas epiteliales se lavaron tres veces con PBS frío. Posteriormente, las 
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células epiteliales se fijaron con glutaraldehído al 2.5% en PBS, durante 15 

min a TA y se lavaron tres veces con PBS. A continuación, las células se 

tiñeron con azul de metileno al 1%, en amortiguador de boratos 0.1 M (pH 

8.7), por 10 min. Se realizaron tres lavados con amortiguador de boratos 0.01 

M y el colorante fue extraído con 1 ml de HCl 1N, durante 30 min a 37°C. La 

suspensión se cuantificó por espectrofotometría a una longitud de onda de 

660 nm. Estos ensayos se realizaron al menos tres veces y por triplicado, de 

manera independiente. 

 

7.27 Permeabilidad epitelial del intestino de ratones 

 Grupos de ratones de la cepa C57BL/6 (6 animales por condición) se 

anestesiaron con una combinación de quetamina/xilacina (25/2.5 mg/ml por 

cada 30 gramos de peso) y se les inocularon durante 30 min trofozoítos 

(1x106) vía anal, a través de cánula lubricada con glicerol. Posteriormente, se 

colocó otra cánula entre el ciego y el intestino grueso para realizar 3 lavados 

con PBS y para inocular durante 15 min, el colorante azul de Evans al 1.5 %. 

A continuación, los animales se sacrificaron mediante dislocación cervical y se 

extrajo el intestino grueso, el cual se lavó con una cánula insertada en el 

ciego y se trató con N-acetilcisteína, para eliminar el exceso de moco. El 

intestino grueso se pesó y se eluyó el colorante mediante dimetilformamida al 

99%. La permeabilidad epitelial se cuantificó mediante espectrofotometría a 

una longitud de onda de 610/660 nm y tomando en cuenta el peso del tejido, 

para expresarlo como daño por gramo de tejido. 

 

7.28 Tinción con hematoxilina y eosina 

Muestras de colon de ratón después de ser incubadas con los 

diferentes tratamientos fueron fijadas con formalina al 10% y embebidas en 

parafina, entonces, secciones de 4-6 nm fueron teñidas con hematoxilina-

eosina (Shibayama et al., 1998). Las muestras se analizaron usando un 

microscopio de luz (Axiolab, Zeiss). 
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7.29 Construcción de plásmidos para silenciamiento 

 Se amplificaron los primeros 400 o 420 pares de bases de las 

secuencias, a partir de mRNA, correspondientes (Ehnpc1 y Ehnpc2a) usando 

los oligonucleótidos específicos (Tabla 1). Estos fragmentos fueron clonados 

dentro del vector psAP-2 rio abajo de la región 5´ del gen ap-a (473 bp) 

(Bracha et al., 2003). 

 

7.30 Transfección de trofozoítos 

Trofozoítos de la clona G3 (8x105) fueron cultivados en placas de seis 

pozos y posteriormente se les adicionaron 20 μg del plásmido 

correspondiente: psAP-2-Ehnpc1 (1-400 pb) o psAP-2-Ehnpc2a (1-420 pb), 

usando el reactivo Superfect (Quiagen). Los parásitos transfectados fueron 

incubados durante 48 h a 37°C, y posteriormente fueron seleccionados con 4 

μg/ml de G-418 (Sigma-Aldrich). El cultivo se mantuvo estable, y el 

silenciamiento se corroboró por análisis de PCR en tiempo real, Western blot 

e inmunofluorescencia. 

 

7.31 Ensayo de migración 

Trofozoítos (7.5x104) transfectados con los plásmidos psAP-2-Ehnpc1 

o psAP-2-Ehnpc2a, fueron puestos en ayuno en medio TYI incompleto, sin 

suero, durante 3 h y posteriormente colocados en la parte superior de un 

transwell (poro de 5 µm de diámetro, Costar); en la parte inferior del transwell 

se colocaron 500 µl de SBA. Entonces los trofozoítos se incubaron durante 3 

h a 37°C, al final de la incubación, los insertos fueron removidos para colectar 

los trofozoítos que migraron a la parte inferior del transwell y realizar la 

correspondiente cuantificación del número de trofozoítos que migraron con 

relación a los que colocamos en la parte superior del transwell. Los trofozoítos 

se cuantificaron en una cámara de Nuebauer. 

 

7.32 Análisis estadístico 
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Los datos se graficaron empleando el programa GraphPad Prism V 5.01 y los 

valores representan la media ± error estándar de tres experimentos 

independientes, cada uno al menos por duplicado. El análisis estadístico se 

realizó en el mismo programa, empleando las pruebas Anova o “t” student, 

donde la significancia fue de *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001. 

 

7.33 Manejo ético de los animales 

El comité institucional de ética acerca del uso y cuidado de los animales, 

revisó y aprobó el protocolo del uso y cuidado de los animales: dentro de los 

que se incluyen ratones, conejos y ratas para producir anticuerpos y ratones 

de la cepa C57BL6 utilizados en experimentos de virulencia in vivo (Número 

de protocolo 0313-06), establecidos en el documento CICUAL 001, en el cual 

se especifica que nuestra institución cumple la NOM-062-ZOO-1999 que se 

ocupa de las especificaciones técnicas para la producción, cuidado y uso de 

los animales de laboratorio, dadas por la Secretaría de Agricultura, 

Ganadería, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentación (SAGARPA), la cual 

verifica el cumplimiento de los lineamientos/regulación internacional para el 

uso y cuidado de los animales usados en el laboratorio y ha verificado y 

aprobado el cuidado de los animales en CINVESTAV (Número de verificación 

aprobado: BOO.02.03.02.01.908). 
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8. RESULTADOS 

8.1 E. histolytica posee un gen npc1 (ehnpc1) y dos genes npc2 

(ehnpc2a y ehnpc2b) y las proteínas que codifican se unen a colesterol 

(in silico) 

Para realizar un análisis más profundo acerca de las características de 

las proteínas EhNPC1 y EhNPC2, se realizó la búsqueda de sus secuencias 

en la base de datos AmoebaDB (http://amoebadb.org/amoeba/), encontrando 

la presencia de una secuencia de 1339 aminoácidos para EhNPC1 (número 

de acceso EHI_080220) con 19.7 a 35% identidad con otras proteínas NPC1 

de diferentes organismos (Tabla 3). La proteína putativa EhNPC1 mostró un 

dominio Patched (PD) y un dominio SSD (Figura 15A), que participan en la 

detección de esteroles y que están presentes en todas las proteínas NPC1 

reportadas (Ioannou, 2000). Sin embargo, la secuencia EhNPC1 no mostró el 

dominio MMPL (Figura 15A), descrito primeramente en bacterias como un 

dominio de proteínas integrales de membrana, y que está presente en 

proteínas NPC1 de organismos superiores (Lander et al., 2001) (Figura 15). 

También se obtuvieron las secuencias proteicas de EhNPC2a (EHI_068260) y 

EhNPC2b (EHI_188770) con una longitud de 141 y 146 aminoácidos, 

respectivamente. Ambas proteínas presentan 29.4% de identidad entre ellas, 

y al compararlas con otros organismos su identidad fue de 11% hasta 26% 

(Tabla 4). Ambas proteínas contienen un dominio MLD, el cual es un dominio 

que caracteriza a las proteínas NPC2 (Inohara et al., 2002) (Figura 15A) y que 

pertenece a la familia involucrada en el reconocimiento de esteroles, lo cual 

refuerza el papel de las proteínas de amiba E. histolytica en el transporte y/o 

tráfico de colesterol. 
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Tabla 4. Análisis de las secuencias ortólogas de NPC1 en diferentes 

organismos 

Organismo Nombre 
Número de 

acceso (KEGG) 

Identidad 

(%) 

Valor 

E 

Saccharomyces 

cerevisiae 
NCR1p YPL006W 27.8 5e-98 

Candida albicans NCR1 CaO19.7242 26.9 3e-116 

Aspergillus 

fumigatus 
NCR1 AFUA_6G09980 28.8 7e-141 

Dictyostelium 

discoideum 
NPC DDB_G0269158 34.5 0.0 

Homo sapiens NPC1 4864 31.7 2e-150 

Homo sapiens NPC1-like 1 29881 28.9 6e-121 

Drosophila 

melanogaster 
NPC1a Dmel_CG5722 30.7 2e-157 

Aedes aegypti NPC1 AaeL_AAEL003325 35.0 9e-136 

Bos taurus NPC1 286772 31.8 2e-150 

Caenorhabditis 

elegans 
NCR1 CELE_F02E8.6 24.2 5e-75 

Trichomonas 

vaginalis 

Proteína de la 

familia del eflujo de 

cationes 

TVAG_237080 30.1 4e-05 

Toxoplasma 

gondii 

Proteína de la 

familia con el 

dominio Patched 

TGME49_085470 20.1 7e-22 

Leishmania major 
Proteína 

hipotética 
LMJF_28_0340 19.7 4.5 
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Tabla 5. Análisis de las secuencias ortólogas de NPC2 en diferentes 

organismos 

Organismo Nombre 
Número de 

acceso (KEGG) 

Identidad 

(%) 
Valor E 

2a 2b 2a 2b 

Entamoeba 

histolytica 
EhNPC2a EHI_068260 100 29.41 0 1.3e-15 

Entamoeba 

histolytica 
EhNPC2b EHI_188770 29.41 100 1.3e-15 0 

Dictyostelium 

discoideum 

Proteína 

hipotética 
DDB_G0270454 25.98 24 4.1e-09 8.8e-10 

Caenorhabditis 

elegans 

Proteína 

hipotética 
CELE_F30H5.3 18.55 17.83 4.4e-05 1.1e-05 

Drosophila 

melanogaster 

Npc2a Dmel_CG7291 13.45 11.20 0.0016 0.00075 

Npc2b Dmel_CG3153 18.80 14.07 0.063 0.0055 

Npc2d Dmel_CG12813 19.70 17.27 0.05 0.014 

Npc2e Dmel_CG31410 14.17 14.07 0.05 0.00013 

Homo sapiens Npc2 hsa:10577 14.63 18.46 0.0091 5.2e-05 

Bos taurus Npc2 bta:280815 15.45 16.92 0.0018 0.00088 

Aedes aegypti Npc2 AaeL_AAEL006854 13.49 17.56 0.0027 0.14 

Saccharomyces 

cerevisiae 
Npc2p YDL046W 25.93 21.58 1.5e-07 6.9e-06 

Candida 

albicans 

Similar a 

Npc2p 
CaO19.10736 24.09 20.42 1.2e-08 2e-08 
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Figura 15. Análisis de la estructura secundaria de NPC. A) Longitud de las 

proteínas y dominios característicos de NPC1 en distintos organismos. PD: 

dominio Patched, SSD: dominio de detección de esteroles, MMPL: dominio 

hipotético integral de membrana, PS: péptido señal. B) Longitud de las 

proteínas y dominios característicos de NPC2 en distintos organismos. MLD: 

dominio de reconocimiento de lípidos relacionado a MD-2. Los números a la 

derecha corresponden a los aminoácidos que conforman a las proteínas. 
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 Las secuencias de aminoácidos de las proteínas EhNPC1, 

EhNPC2a y EhNPC2b se compararon con secuencias de proteínas de NPCs 

de diferentes organismos obtenidas de la base de datos KEGG para construir 

sus respectivos arboles filogenéticos, usando el software MEGA 5.05. La 

proteína de amiba EhNPC1 se agrupó en el mismo clado que la NPC1 de D. 

discoideum y se encontró lejana a las proteínas NPC1s de otros protozoos 

como Trichomonas vaginalis, Toxoplasma gondii y Leishmania major (Figura 

16). De manera interesante, EhNPC2a y EhNPC2b también muestran una 

cercana relación evolutiva con la proteína NPC2 de D. discoideum (Figura 

16B), además comparte un ancestro común con la proteína NPC2 de S. 

cerevisiae y C. albicans, a diferencia de las proteínas de eucariontes 

superiores que parecen más evolucionadas (Figura 16B).  
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Figura 16. Filogenia de NPC1 y NPC2. Árboles filogenéticos donde se indica 

la posición de las proteínas EhNPC1 (A), EhNPC2a y EhNPC2b (B) de E. 

histolytica (en negritas) entre diferentes especies. Los números sobre las 

líneas horizontales indican el porcentaje de veces en que cada nodo del árbol 

se presentó en las matrices re-muestreadas (bootstraps). 
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Para obtener mayor evidencia de la relación estructural entre EhNCP1, 

EhNPC2a y EhNPC2b con sus respectivos ortólogos, construimos sus 

modelos tridimensionales usando el servidor RaptorX 

(http://raptorx.uchicago.edu). A partir de la estructura cristalizada del dominio 

amino terminal (NTD; residuos 23 al 252) de la proteína NPC1 de humano 

(Kwon et al., 2009), se realizó el modelaje 3D del NTD (residuos 1 al 248) de 

la proteína EhNPC1 (Figura 17A). La comparación de ambas estructuras 

mostró una identidad del 92% (Figura 17A). La estructura 3D de las proteínas 

EhNPC2a y EhNPC2b presentó una identidad del 83.2% entre ellas y un 88.6 

y 86% con la proteína cristalizada NPC2 de Bos taurus (Xu et al., 2007), 

respectivamente. Las proteínas EhNPC2 mostraron siete hojas beta como se 

ha descrito para otras proteínas NPC2 (Xu et al., 2007), y estructuralmente 

presentaron una conformación en forma de saco o bolsa, lo que podría 

facilitar su interacción con la molécula de colesterol. De manera interesante, 

EhNPC2a y EhNPC2b exhibieron una región en el amino terminal formada por 

14 y 18 aminoácidos, respectivamente, que se encuentra presente en otras 

NPC2 y que les permite "viajar" por las distintas vacuolas y membranas, 

sugiriendo que las EhNPC2s podrían utilizar está región para transitar por los 

endosomas o vacuolas, tan abundantes en el trofozoíto (Figura 17B y C). 
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Figura 17. Modelaje estructural de las proteínas EhNPC1, EhNPC2a y 

EhNPC2b. A) Modelo de la región NTD de EhNPC1 realizado en el servidor 

RaptorX, comparado con el cristal del NTD-NPC1 de humano (HsNPC1). B) 

Estructura tridimensional de EhNPC2a y EhNPC2b (secuencia de 

aminoácidos completa) comparada con el cristal de NPC2 de B. taurus 

(BtNPC2). NT: amino terminal. CT: carboxilo terminal. 
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El modelaje completo de la proteína EhNPC1 predijo que se trababa de 

una proteína transmembranal, con dos regiones estructurales posicionadas en 

el lumen endosomal (donde se localiza el NTD) y un dominio en la parte 

citosólica (Figura 18). Además, al realizar un acoplamiento molecular usando 

el colesterol como ligando, en EhNPC1 se predijeron dos sitios de unión con 

este esteroide. De acuerdo con el análisis in silico, un sitio de interacción se 

posiciona en el citosol y otro en la región NTD, en el lumen endosomal. Los 

resultados evidenciaron 13 interacciones hidrofóbicas de colesterol con 

EhNPC1 en la región citoplásmica (Thr 670, Asp 673, Val 671, Val 677, Leu 

721, Val 724, Phe 725, Ala 728, Ala 738, Thr 743, Ile 746, Pro 747 and Tyr 

823) y 11 interacciones en el dominio NTD (Val 39, Gly 41, Glu 100, Gln 101, 

Leu 104, Met 198, Asn 203, Pro 204, Val 205, Met 206 and Pro 207) (Figura 

18). Las energías de unión que presentaron los acoplamientos fueron de ΔG 

═ -8.6 y ΔG ═ -7.3 Kcal/mol, respectivamente, lo que sugiere una unión débil 

entre las proteínas y el colesterol. 

 La base de datos OPM (del inglés “Orientation of Proteins in 

Membranes”) predijo que en EhNPC2a, los aminoácidos Leu11, Phe12, Ala13 

y Ala14 le permiten el anclaje a la membrana (Figura 18); mientras que en 

EhNPC2b los residuos en contacto con la membrana son Thr19, Ala18, 

Leu17, Met16, Leu12 y Phe6 (Figura 18); lo cual sugiere que ambas EhNPC2 

podrían eventualmente ser proteínas periféricas de membrana.  

 Por otra parte, el acoplamiento molecular predijo que las proteínas 

EhNPC2 forman un surco donde interactúan con el colesterol, ubicado en la 

región de la proteína que se orienta hacia el lumen endosomal (Figura 18), 

similar a lo descrito para otras NPC2 en mamíferos (Xu et al., 2007, Li et al., 

2016). La interacción de la proteína EhNPC2a con el colesterol se predijo 

mediante uniones hidrofóbicas con los aminoácidos Pro67, Leu69, Met71, 

Thr78, Val80, Pro81, Leu82, Met107, Ile109, Pro110, Met112, Ser113 y 

Phe122 (Figura 18). Mientras que EhNPC2b se une al colesterol mediante los 

residuos Leu40, Pro41, Trp42, Ser50, Ile52, Met73, Val82, Thr115, Gly123, 

Phe125, Phe140 y Pro142 (Figura 18). Los aminoácidos en negritas muestran 
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posiciones semejantes y separadas por el mismo número de aminoácidos en 

ambas proteínas. Las energías de unión entre las proteínas EhNPC2a y 

EhNPC2b con el colesterol, al igual que la EhNPC1 con el colesterol, son 

también bajas (ΔG ═ -9 y -10.15 Kcal/mol, respectivamente). 

 El transporte intracelular de colesterol en organismos superiores 

sugiere que la proteína NPC2 le pasa el colesterol a la NPC1, desde el lumen 

vesicular hacia la membrana de la vesícula (Xu et al., 2007, Wang et al., 

2010), por lo que a través de análisis bioinformáticos evaluamos si EhNPC2 

podría interactuar con EhNPC1. Los resultados mostraron que EhNPC1 

presentó dos posibles sitios de interacción con EhNPC2a, uno en el domino 

NTD que se orienta hacia el lumen endosomal y otra región orientada hacia el 

citosol, cercana al dominio SSD/Patched (Figura 19); con una energía de 

unión de ΔG = -228.5 y -55.02 Kcal/mol, respectivamente. A diferencia de las 

energías de unión observadas entre las proteínas y el colestero, los valores 

de ΔG entre ambas proteínas sugieren una fuerte unión entre ellas 

 En conjunto, los análisis bioinformáticos revelaron que EhNPC1, 

EhNPC2a y EhNPC2b son ortólogos de las proteínas NPC1 y NPC2, 

respectivamente, y que las tres proteínas interactúan con el colesterol y entre 

ellas, sugiriendo que podrían estar involucradas en el transporte de colesterol, 

como se ha descrito en otros eucariontes (Wang et al., 2010), además la 

energía de unión indica que la transferencia de colesterol podría llevarse a 

cabo de manera rápida, mientras que la asociación proteína-proteína les 

permite una asociación más estable mientras ocurre el proceso.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

76 

 

 

 

Figura 18. Ubicación de las proteínas EhNPC´s en la membrana y su  

interacción con colesterol. Acoplamiento molecular de EhNPC1 (A), 

EhNPC2a (B) y EhNPC2b (C) con colesterol, realizado en el programa 

AutoDock Tools V1.5.6. Las líneas de color azul representan la membrana. 

Los cuadros del lado derecho muestran los aminoácidos involucrados en la 

interacción proteína-colesterol.  
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Figura 19. Interacción entre EhNPC1 y EhNPC2a. A) Modelaje molecular 

donde se representa la unión de EhNPC1 (rojo) con EhNPC2a (verde). G: 

energía de unión.  

 

 

 

 

 

 

ΔG = -228.55

ΔG = -55.02

Membrana

Lumen



 

 

78 

8.2 Los genes Ehnpc1, Ehnpc2a y Ehnpc2b se transcriben en los 

trofozoítos 

 Para corroborar que los genes encontrados in silico estaban presentes 

en el parásito E. histolytica, se diseñaron oligonucleótidos específicos (Tabla 

1) para cada gen, usando sus secuencias obtenidas de la base de datos 

AmoebaDB. A partir de DNA genómico, se amplificaron los genes completos 

mediante ensayos de PCR, obteniendo fragmentos de 4.0, 0.42 y 0.44 kpb 

que corresponden a los tamaños esperados para los genes Ehnpc1, Ehnpc2a 

y Ehnpc2b, respectivamente (Figura 20A). La secuenciación de los tres genes 

reveló que poseen un marco de lectura abierto, no poseen intrones y 

muestran una identidad del 100% con los genes que se encuentran en la base 

de datos AmoebaDB. 

 Además, empleando RNAm de trofozoítos, se amplificaron fragmentos 

del tamaño esperado de los genes de interés mediante RT-PCR, indicando 

que estos genes se transcriben (Figura 20B). Se realizó también la 

amplificación de los genes mediante RT-qPCR en condiciones basales, es 

decir, de trofozoítos cultivados en medio suplementado con suero (TYI-S), 

donde se observó que ehnpc2a se expresó al menos 30 veces más que 

ehnpc1; por otra parte, encontramos que ehnpc2b presentó una expresión 

mínima con relación a los genes ehnpc1 y ehnpc2a (Figura 20C).  

 Estos resultados indican que E. histolytica presenta en su genoma un 

gen ehnpc1 y dos ehnpc2s, los cuales se transcriben de manera diferencial en 

condiciones basales. 
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Figura 20. Identificación de genes y transcritos de ehnpc1, ehnpc2a y 

ehnpc2b en trofozoítos. A) Los genes completos Ehnpc1, Ehnpc2a y 

Ehnpc2b fueron amplificados usando oligonucleotidos específicos y DNA 

genómico. B) Amplificación de fragmentos mediante RT-PCR usando 

oligonucleotidos específicos y DNAc. c: Controles sin DNAg o con RNAm 

tratado con DNasa como molde. C) Niveles relativos de expresión de los 

genes medidos mediante RT-qPCR en trofozoítos en condiciones basales, 

usando como control interno el gen s2. *** p<0.001. 
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8.3 Las proteínas EhNPC1 y EhNPC2 se expresan en los trofozoítos 

 Con la finalidad de estudiar la presencia de las proteínas EhNPC1, 

EhNPC2a y EhNPC2b en los trofozoítos de E. histolytica, en primer lugar se 

produjeron anticuerpos específicos para cada una. Para la proteína EhNPC1, 

se diseñó un péptido específico (766-DEQPMYDKDGQYVPVEKRLE-785), el 

cual se empleó para inmunizar conejos y obtener los anticuerpos α-EhNPC1. 

En el caso de las proteínas EhNPC2s, se produjeron proteínas 

recombinantes para generar los anticuerpos específicos para cada una. Para 

ello se inició con la amplificación de los genes completos Ehnpc2a y Ehnpc2b 

usando oligonucleótidos específicos (Tabla 1), los cuales contenían en los 

extremos 5’ y 3’ las secuencias reconocidas por las enzimas de restricción 

BamHI y SalI, respectivamente. Los genes completos se clonaron en el 

plásmido pJET 1.2/blunt, y las construcciones generadas pJET-ehnpc2a y 

pJET-ehnpc2b se digirieron con las enzimas BamHI y SalI, observando la 

liberación de los fragmentos correspondientes al tamaño de los genes 

ehnpc2a y ehnpc2b (426 y 441 pb, respectivamente) (Figura 21A). 

Posteriormente, los fragmentos liberados fueron purificados para su posterior 

subclonación en el plásmido pGEX-6P-1. Las construcciones generadas  

pGEX-ehnpc2a y pGEX-ehnpc2b se transformaron en bacterias DH5α y los 

plásmidos se purificaron y se digirieron con las enzimas BamHI y SalI para 

corroborar la presencia de los insertos. Como se esperaba, las construcciones 

liberaron los insertos de 426 y 441 pb, respectivamente (Figura 21B). 

Además, estas construcciones fueron secuenciadas, obteniendo una 

identidad del 100% para los genes ehnpc2a y ehnpc2b, comparada con la 

secuencia génica reportada en la base de datos AmoebaDB (datos no 

mostrados) e indicando que los genes se encontraban en el correcto marco 

abierto de lectura. Parte del electroferograma, correspondiente a la 

secuenciación de cada uno de los genes (Ehnpc2a y Ehnpc2b), se muestra 

en la figura 21C.  
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Figura 21. Clonación y secuenciación de los genes ehnpc2a y 

ehnpc2b. A) Digestión de los plásmidos  pJET/Blunt  que contenían clonados 

los genes ehnpc2a (426 pb) y ehnpc2b (441 pb). B) Digestión de losplásmidos 

pGEX-6P-1 que contenían subclonados los genes  ehnpc2a (426 pb) y 

ehnpc2b (441 pb). C) Sección de los electroferogramas correspondientes a la 

secuenciación de las construcciones pGEX-ehnpc2a y pGEX-ehnpc2b que 

muestra la detección de las primeras 70 bases (el inicio del ORF). 
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Enseguida, los plásmidos obtenidos se transformaron en bacterias 

BL21 pLysS, donde se indujo con IPTG por 3 horas, la expresión de las 

proteínas recombinantes GST-rEhNPC2a y GST-rEhNPC2b. La inducción de 

ambas proteínas se comprobó mediante ensayos de WB, utilizando 

anticuerpos contra la etiqueta de GST (Figura 22A). En estos lisados 

bacterianos se detectó la expresión de dos proteínas con un peso de 41 y 42 

kDa, correspondientes a EhNPC2a (15 kDa) y EhNPC2b (16 kDa) más la 

etiqueta de GST (26 kDa). Al analizar la solubilidad de las proteínas 

recombinantes, se observó que ambas proteínas permanecieron en la 

fracción insoluble o cuerpos de inclusión (Figura 22B); por lo cual, para su 

purificación se sometieron a un proceso de electroelución a partir de geles 

preparativos donde se cortaron las bandas correspondientes al peso 

molecular de cada proteína recombinante. Las proteínas contenidas en los 

geles se purificaron en una columna PD10 para eliminar las sales e impurezas 

y posteriormente, se usaron como antígenos para inmunizar ratas 

(rEhNPC2a) y ratones (rEhNPC2b). 
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Figura 22. Generación de las proteínas recombinantes GST-rEhNPC2a y 

GST-rEhNPC2b. A) Bacterias transformadas con las construcciones pGEX, 

pGEX-ehnpc2a y pGEX-ehnpc2b se indujeron con IPTG 0.1M por 3 h y se 

lisaron para su análisis por WB empleando el anticuerpo -GST. B) Análisis 

de la solubilidad de las proteínas recombinantes GST-EhNPC2a y GST-

EhNPC2b en lisados de bacterias inducidas, mediante geles de Coomassie. 

Carril 1: lisado total, carril 2: fracción soluble, carril 3: fracción insoluble, carril 

4: amortiguador de lisis, carril 5: amortiguador con urea 4M, carril 6: lavado1, 

carril 7: lavado 2, carril 8: lavado 3 y carril 9: cuerpos de inclusión (urea 8M).  
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Se obtuvieron anticuerpos α-EhNPC1 y α-EhNPC2a, sin embargo, no 

se pudieron generar anticuerpos α-EhNPC2b. Con estos anticuerpos se 

analizó la expresión de las proteínas EhNPC1 y EhNPC2 en lisados totales de 

trofozoítos de E. histolytica mediante ensayos de WB. Los anticuerpos α-

EhNPC1 y α-EhNPC2a reconocieron una sola banda de 150 y 17 kDa, 

respectivamente, correspondiente al peso teórico reportado para cada 

proteína (Figura 23A y B). En ambos casos se utilizó como control negativo el 

suero preinmune, el cual no reconoció a ninguna proteína (Figura 23A y B). 

Por otra parte, se probó la especificidad del anticuerpo α-EhNPC2a en 

ensayos de WB, empleando las proteínas recombinantes rEhNPC2a y 

rEhNPC2b. Los resultados mostraron que este anticuerpo reconoció a las dos 

proteínas recombinantes (Figura 23C), por lo que en los subsecuentes 

experimentos se utilizó como un pan anticuerpo α-EhNPC2, capaz de 

reconocer a ambas proteínas EhNPC2 en E. histolytica. 

Nuestros resultados indican que E. histolytica expresa a las proteínas 

EhNPC1 y EhNPC2, aunque con las herramientas con que contamos, hasta el 

momento no podemos saber si se expresa EhNPC2a o EhNPC2b o las dos. 
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Figura 23. E. histolytica expresa a las proteínas EhNPC1 y EhNPC2. 

Extractos totales de E. histolytica separados por electroforesis en geles SDS-

PAGE al 10% y analizados por WB con los anticuerpos α-EhNPC1 (A) y α-

EhNPC2a (B). PS: suero preinmune. C) Análisis mediante WB de extractos 

totales de E. histolytica (ET) y de las proteínas recombinantes GST-EhNPC2a 

y GST-EhNPC2b, empleando el anticuerpo α-EhNPC2a. 
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8.4 Localización de EhNPC1 y EhNPC2 en la membrana, en vesículas 

citoplásmicas y en el núcleo de los trofozoítos 

Para determinar la localización subcelular de las proteínas EhNPC1 y 

EhNPC2, se usaron los anticuerpos generados anteriormente (α-EhNPC1 y α-

EhNPC2) y las muestras fueron analizadas mediante microscopía confocal. 

Las preparaciones mostraron que en condiciones basales (trofozoítos 

cultivados en medio TYI-S), EhNPC1 se localizó en la membrana plasmática y 

en el citoplasma (en forma de vesículas) del 100% de los trofozoítos 

analizados, en tanto que se ubicó en el núcleo del 37% de los parásitos 

observados (Figura 24A y C). Mientras que EhNPC2 se encontró en la 

membrana plasmática, en el citoplasma y en el núcleo del 79, 85 y 100%, 

respectivamente de los trofozoítos analizados (Figura 24A y C). Para 

corroborar la presencia de ambas proteínas en la membrana plasmática, se 

analizó su co-localización con la lectina Gal/GalNAc, la cual ha sido 

ampliamente usada como marcador de membrana plasmática en E. histolytica 

(Petri et al., 1989).  Las imágenes de microscopía confocal revelaron la co-

localización de EhNPC1 y EhNPC2 con la lectina Gal/GalNAc en la 

membrana plasmática y el análisis del coeficiente de correlación de Pearson 

mostró valores de 0.3115 y 0.5221, respectivamente en la célula completa, 

pero un incremento de 0.3575 y 0.6553, respectivamente en la membrana 

(Figura 24A y D). Adicionalmente, en estos experimentos y en los 

subsecuentes de microscopía confocal usamos como controles negativos 

únicamente los anticuerpos secundarios, los cuales en ningún caso dieron 

reconocimiento. 

Para corroborar la localización subcelular de estas proteínas, los 

trofozoítos en condiciones basales se analizaron por MET, usando los 

anticuerpos α-EhNPC1 y α-EhNPC2 con sus respectivos anticuerpos 

secundarios α-conejo o α-rata acoplados a partículas de oro coloidal de 

diferentes tamaños. El inmunomarcaje reveló la localización politópica de 

ambas proteínas (Figura 25A, C), encontrando a EhNPC1 en la membrana 

plasmática así como a la membrana de vesículas, incluso en la membrana 
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nuclear (Figura 25A, E). Por otra parte, EhNPC2 se localizó principalmente en 

el interior de vesículas y en la membrana de las mismas, incluso presentó una 

importante localización en el núcleo de los trofozoítos (Figura 25C, F); sin 

embargo, desconocemos cual podría ser la función de EhNPC2 en este 

compartimento. Realizando un análisis de doble marcaje, encontramos que la 

mayoría de las proteínas EhNPC1 y EhNPC2 están separadas y sólo en 

algunos casos se encuentran asociadas o cercanas (Figura 26A, B), 

sugiriendo una asociación similar a la descrita en el modelo de “hand-off” 

propuesto  en otros organismos (Wang et al., 2010). 
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Figura 24. Localización subcelular de EhNPC1 y EhNPC2 en trofozoítos 

analizados mediante microscopía confocal. Trofozoítos en condiciones 

basales fueron fijados sobre cubreobjetos y marcados con los anticuerpos α-

lectina Gal/GalNAc, α-EhNPC1 y α-EhNPC2 para su análisis por microscopía 

confocal. A) Distribución subcelular de EhNPC1 y EhNPC2 y co-localización 

con la lectina Gal/GalNAc. B) Control negativo usando sólo el anticuerpo 

secundario. C) Porcentaje de trofozoítos que presentaron a EhNPC1 o 

EhNPC2 en la membrana plasmática, citoplasma y núcleo. D) Coeficiente de 

correlación de Pearson que indica la co-localización de las proteínas EhNPC1 

o EhNPC2 con la lectina Gal/GalNAc en la célula completa (total) o en la 

membrana plasmática (MP). 
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Figura 25. Localización subcelular de EhNPC1 y EhNPC2 en trofozoítos 

analizados mediante MET. Trofozoítos fueron fijados con paraformaldehído y 

glutaraldehído y las muestras fueron procesadas por MET, empleando los 

anticuerpos α-EhNPC1 (A) o α-EhNPC2 (C), seguidos por la incubación con 

los anticuerpos secundarios acoplados a oro coloidal de 20 nm o 10 nm, 

respectivamente. Los cuadros corresponden a las magnificaciones señaladas 

con letras minúsculas. Controles negativos donde únicamente se emplearon 

los anticuerpos secundarios α-conejo (B) o α-rata (D). E) y F) Cuantificación 

de las partículas de oro en un área de 10 µm2 en al menos 15 imágenes. MP: 

membrana plasmática, V: vesícula, MV: membrana de la vesícula, LV: lumen 

vesicular, EE: espacio extracelular, MN: membrana nuclear, N: núcleo, T: 

total.  
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Figura 26. Co-localización de las proteínas EhNPC1 y EhNPC2 en 

trofozoítos analizados mediante MET. A) Trofozoítos en condiciones 

basales fueron fijados con paraformaldehído y glutaraldehído y las muestras 

fueron procesadas para MET, empleando los anticuerpos α-EhNPC1 y α-

EhNPC2, seguidos por la incubación con los correspondientes anticuerpos 

secundarios acoplados a oro coloidal de 20 nm y 10 nm, respectivamente. Los 

cuadros corresponden a las magnificaciones señaladas con letras minúsculas. 

B) Cuantificación de las partículas de oro en un área de 10 µm2 en al menos 

15 imágenes. MP: membrana plasmática, V: vesícula, MV: membrana de la 

vesícula, EE: espacio extracelular, MN: membrana nuclear, N: núcleo. 
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Estos hallazgos demuestran que EhNPC1 y EhNPC2 presentan una 

localización celular politópica, principalmente unidas a  la membrana 

plasmática y de los endosomas/vesículas, sugiriendo que ambas son 

proteínas móviles, lo cual concuerda con su posible función como 

transportadores de colesterol. 

 

8.5 EhNPC1 and EhNPC2 co-localizan con colesterol, después del 

estímulo con SBA 

Para explorar la participación de las proteínas EhNPC1 y EhNPC2 en 

el tráfico de colesterol, los trofozoítos se ayunaron de suero por 12 h y 

posteriormente se incubaron por diferentes tiempos con SBA, como fuente de 

colesterol. Después del ayuno, las imágenes de microscopía confocal 

mostraron que ambas proteínas aparecieron pobremente en la membrana 

plasmática de los trofozoítos y en pequeñas vesículas en el citoplasma; 

mientras que el colesterol fue teñido débilmente por la filipina (fármaco que se 

une a colesterol). A pesar del ayuno de suero, el remanente de la tinción de 

filipina observada quizá se deba a que otros componentes del medio TYI 

contienen colesterol (Figura 27, 0 min). Inmediatamente después del pulso 

con SBA (0.5 min), el colesterol pareció acumularse en el núcleo, junto con 

EhNPC1 y EhNPC2; sin embargo, el papel de estas proteínas y el colesterol 

en el núcleo aún es desconocido. En este corto tiempo, EhNPC1 y EhNPC2 

co-localizaron en vesículas citoplásmicas con un patrón punteado y uniforme 

alrededor de la membrana plasmática. EhNPC2 se localizó principalmente 

hacia el espacio extracelular y en algunos casos EhNPC1 se observó en la 

parte externa de la membrana plasmática (Figura 27, a-d). Las áreas de color 

amarillo en el interior de las vesículas indicaron que ambas proteínas también 

co-localizan (Figura 27a-d), sugiriendo la posible fusión de vesículas ya que 

en la mayoría de los casos, no se observó membrana limitante entre las 

vesículas teñidas con verde, amarillo y rojo. Además, aún cuando EhNPC1 y 

EhNPC2 aparecen cercanas, en la mayoría de los casos pueden observarse 

de manera separadas, sugiriendo su papel como un equipo, pero no 
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necesariamente formando un complejo proteína-proteína todo el tiempo. 

También se observó a ambas proteínas expuestas hacia el exterior celular 

(Figura 27g-j). Después de 2 min, las vesículas de la membrana contenían 

colesterol; y nuevamente, en la mayoría de los casos EhNPC2 se encontró 

hacia el exterior (Figura 27e,k), fortaleciendo la hipótesis acerca de la 

movilización de ambas proteínas durante la captura del colesterol, después de 

un estímulo, como la presencia de suero. El número y tamaño de las 

vesículas de membrana incrementaron durante el tiempo de endocitosis, y 

ambas proteínas se encontraron cercanas a las vesículas que contenían 

colesterol, dentro y fuera de los trofozoítos (Figura 27a,b,e,f,h,I). En algunas 

ocasiones, las vesículas fueron observadas de manera polarizada, en forma 

de “cap” (Figura 27, 5 min), además se observaron en otras partes de la 

membrana plasmática (Figura 27, 7 min). Fuera de la célula, junto o no a la 

membrana plasmática, EhNPC2 se observó en vacuolas de diferentes 

tamaños y formas, incluyendo esferas y barras (Figura 27g-m). También se 

observaron estructuras tipo redes que se dirigían al interior de los trofozoítos, 

formadas principalmente por EhNPC1 y colesterol, y como se describió 

anteriormente, estás redes estaban decoradas por esferas de 

aproximadamente 1.5-2 µm de diámetro que contenían EhNPC2 (Figura 27 

i,k,m). Las estructuras esféricas podrían corresponder a las vesículas 

detectadas por MET (Figura 25).  

En algunas imágenes de microscopía confocal y de MET, se detectó a 

las proteínas EhNPC1 y EhNPC2 en el espacio extracelular (Figura 28A, B). 

Por lo tanto, para determinar si realmente las proteínas se estaban 

secretando, se realizaron ensayos de secreción donde a los trofozoítos 

privados de suero se les dio un pulso de SBA durante diferentes tiempos. 

Después, las amibas se lisaron y los sobrenadantes se colectaron y 

procesaron en presencia de inhibidores de proteasas para evitar la 

degradación de las proteínas y a continuación ambas fracciones se 

procesaron mediante experimentos de WB. En esos ensayos encontramos 

que inmediatamente después del ayuno, EhNPC1 se detectó pobremente en 
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los extractos totales y no fue posible detectarla en el sobrenadante (Figura 

28C). Sin embargo, después de 0.5 min de estímulo con suero, la proteína 

incrementó en el extracto total y se detectó en la fracción de secreción donde 

permaneció hasta los 15 min. Por su parte, EhNPC2 estuvo presente durante 

todos los tiempos analizados de la cinética, desde el minuto 0 hasta los 15 

min de estímulo con suero (Figura 28C). De manera interesante, se observó 

que en la fracción de secreción, la proteína EhNPC2 presentó una migración 

aberrante, es decir que la encontramos en un peso mayor al esperado (25 

kDa), lo que nos llevó a pensar que posiblemente esto se debía a su 

interacción con colesterol. Para corroborar esta hipótesis, estas mismas 

membranas se re-inmunodetectaron con el anticuerpo α-colesterol. Nuestros 

resultados indicaron que el anticuerpo α-colesterol reconoció las bandas 

correspondientes a las proteínas EhNPC1 y EhNPC2 y también a la banda de 

25 kDa (Figura 28C), concluyendo que en la fracción de secreción EhNPC2 

se asocia con el colesterol. Se sabe que la proteína de amiba EhCP112 es 

secretada al medio (Ocadiz et al., 2005), por lo que la usamos como control 

positivo de secreción. En nuestras muestras de extractos totales y de 

secreción encontramos a la enzima EhCP112 desde el tiempo 0, 

demostrando que nuestras fracciones de secreción estuvieron bien obtenidas. 

Por otra parte, para demostrar que los sobrenadantes no estuvieran 

contaminados con detritus celulares, usamos el anticuerpo α-actina, y 

observamos que solo en los extractos celulares el anticuerpo detectó a la 

actina (Figura 28C).  
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Figura 27. Localización del colesterol y las proteínas EhNPC1 y EhNPC2 

durante el estímulo de SBA. Trofozoítos se sembraron sobre cubreobjetos 

durante 12 h en medio TYI (sin suero). Posterior a un pulso de SBA a 37oC 

por 0.5 a 7 min, las células se lavaron y fijaron con PFA al 4% y se marcaron 

con filipina, α-EhNPC1 y α-EhNPC2 para su análisis mediante microscopía 

confocal. Los recuadros marcados con letras minúsculas son magnificados a 

la derecha. (a-d) Vacuolas de membrana que contienen EhNPC1 y EhNPC2. 

Flechas: pequeñas vacuolas alrededor de la membrana plasmática con 

EhNPC2 o EhNPC1 orientadas hacia el espacio extracelular. (e) Redes 

teñidas con el anticuerpo α-EhNPC1. (e-j) Estructuras con forma de salchicha 

y esféricas (cabeza de flecha), expuestas al espacio extracelular y marcadas 

principalmente con α-EhNPC2. (k-m) Estructuras esféricas de 1 a 2 µm 

(cabeza de flecha vacía) dentro de la célula y teñidas por el anticuerpo α-

EhNPC2. N: núcleo; nw: estructuras tipo redes. 
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Figura 28. Secreción de las proteínas EhNPC1 y EhNPC2. A) Microscopía 

confocal de trofozoítos en condiciones basales donde se muestra 

extracelularmente el colesterol (azul), EhNPC1 (verde) y EhNPC2 (rojo). B) 

MET de trofozoítos en condiciones basales donde se observan partículas de 

oro coloidal que corresponden a las proteínas EhNPC1 (20 nm) y EhNPC2 

(10 nm), respectivamente. MP: membrana plasmática, EE: espacio 

extracelular. C) Trofozoítos mantenidos en ayuno por 12 h fueron sometidos a 

un pulso de SBA durante diferentes tiempos y después el medio se colectó y 

los trofozoítos se lisaron. Los sobrenadantes y los lisados (total) se analizaron 

por WB usando anticuerpos α-EhNPC1, α-EhnPC2, α-colesterol, α-actina y α-

EhCP112. Actina fue usada como control de integridad celular y EhCP112 se 

usó como control de secreción. 
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8.6 EhNPC1 y EhNPC2 co-localizan con el colesterol durante la 

eritrofagocitosis 

Posteriormente, analizamos el comportamiento de EhNPC1 y EhNPC2 

durante el tráfico de colesterol en la eritrofagocitosis. La figura 29 muestra 

imágenes representativas de los hechos más relevantes donde ocurren los 

cambios. En condiciones basales, las proteínas EhNPC1, EhNPC2 y el 

colesterol se encontraron en la membrana plasmática, citoplasma, núcleo y 

alrededor del núcleo (Figura 29A, tiempo 0). Inmediatamente después de 

detectar la presencia de eritrocitos, las proteínas EhNPC1 y EhNPC2 se 

movilizaron al sitio de contacto en la membrana plasmática; y también en 

vesículas citoplásmicas donde también se localizó el colesterol (Figura 29, 2 

min). De manera interesante, EhNPC2 apareció dentro de los eritrocitos que 

comenzaban a ser ingeridos por los trofozoítos, co-localizando con el 

colesterol de los eritrocitos (Figura 29A,B). Las proteínas y el lípido se 

observaron en un patrón punteado continuo desde los eritrocitos adheridos 

hasta el citoplasma (Figura 29, 2 min, 29a-d). EhNPC1 se observó en la parte 

externa de la copa fagocítica y alrededor de los eritrocitos que comenzaban a 

ser ingeridos (Figura 29A,B). Entre el núcleo y los eritrocitos, se observaron 

estructuras tipo redes decoradas principalmente por el anticuerpo α-EhNPC1 

y la filipina, y algunos puntos/parches reconocidos por el anticuerpo α-

EhNPC2 (Figura 29 A,B, 2 min). A los 90 min, el colesterol apareció distribuido 

en la membrana plasmática, y dentro de vacuolas de mayor tamaño que 

pudieran corresponder a fagolisosomas y MVBs que contienen eritrocitos 

digeridos, co-localizando con EhNPC2 y EhNPC1 (Figura 29, 90 min, 27f). 

Recientemente, se han identificado fagolisosomas y MVBs después de 

60 y 90 min de fagocitosis, que contienen eritrocitos parcialmente digeridos, 

vesículas de menor tamaño con EhADH, otras con LBPA y otras con ambas 

(Castellanos-Castro et al., 2016a). Estas vesículas posiblemente 

correspondían a las detectadas aquí por filipina, α-EhNPC1 y α-EhNPC2 en la 

fagocitosis tardía. Los coeficientes de correlación de Pearson (CP) mostraron 

que la mayor co-localización entre colesterol y EhNPC1 o EhNPC2 y entre 



 

 

101 

ambas proteínas fue después de los 2 min de eritrofagocitosis (Figura 29C). 

Sin embargo, la co-localización entre ambas proteínas no fue mayor de 0.59 

(Figura 29E), sugiriendo que estas moléculas no se encuentran juntas todo el 

tiempo. 

Posteriormente, se realizaron ensayos de eritrofagocitosis en un 

modelo de pulso y caza para detectar la movilización de ambas proteínas. En 

estos experimentos, los trofozoítos fueron incubados con eritrocitos durante 5 

min y posteriormente, los eritrocitos externos y adheridos fueron removidos 

con una mezcla de agua:TYI; y el proceso de eritrofagocitosis continuó a 37°C 

durante diferentes tiempos. Posteriormente los trofozoítos se lisaron y fueron 

centrifugados, el sobrenadante contenía principalmente vesículas pequeñas y 

proteínas solubles, mientras que las pastillas contenían células rotas, núcleos 

y lisosomas (Michelsen et al., 2009). Entonces, las muestras se sometieron a 

SDS-PAGE y las proteínas fueron identificadas mediante ensayos de WB. En 

condiciones basales (tiempo 0), EhNPC1 se detectó enriquecida en la pastilla 

celular, mientras que en menor cantidad se presentó en el sobrenadante 

(Figura 30A,B). Sin embargo, después de 5 min de eritrofagocitosis las 

proteínas se observaron distribuidas de manera similar en el extracto total, en 

la pastilla y en el sobrenadante y su distribución continuó así durante el 

proceso de eritrofagocitosis (Figura 30A). En contraste, en condiciones 

basales, el anticuerpo α-EhNPC2 detectó a la proteína EhNPC2 en las tres 

muestras, pero fue más abundante en el sobrenadante. Durante el proceso de 

eritrofagocitosis, EhNPC2 se enriqueció en las fracciones de sobrenadante y 

pastilla (Figura 30A). El análisis densitométrico usando el anticuerpo α-actina 

como control de carga, confirmó los datos obtenidos mediante el WB (Figura 

30 B, C). 
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Figura 29. Localización de EhNPC1, EhNPC2 y colesterol durante la 

fagocitosis. A) Trofozoítos incubados con eritrocitos por 2 y 90 min fueron 

fijados y analizados por microscopía confocal y teñidos con filipina y los 

anticuerpos α-EhNPC1 y α-EhNPC2. e’: eritrocitos, N: núcleo. B) (a-d) 

Aumento de un eritrocito que comienza a ser internalizado. (e) Magnificación 

de vesículas cercanas a la membrana plasmática. (f) Magnificación de un 

fagosoma (observado en campo claro) que contiene eritrocitos digeridos 

(flechas). C) Correlación del coeficiente de Pearson (CP) entre la filipina y 

EhNPC1 o EhNPC2 o de EhNPC1 con EhNPC2 en los distintos tiempos de la 

fagocitosis. 
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Figura 30. Localización subcelular de las proteínas EhNPC1 y EhNPC2 

en trofozoítos durante la eritrofagocitosis. A) Trofozoítos fueron incubados 

con eritrocitos a 37oC durante 5 min, los eritrocitos adheridos y no ingeridos 

se removieron con agua:TYI. Después los trofozoítos se incubaron con medio 

TYI para continuar con el proceso de fagocitosis, después de 60 min los 

trofozoítos se lisaron para llevar a cabo el fraccionamiento celular. Las 

fracciones se analizaron mediante WB y usando los anticuerpos α-EhNPC1 y 

α-EhNPC1. T: total, S: sobrenadante. P: pastilla. B) y C) Densitometría de las 

bandas correspondientes a EhNPC1 y EhNPC2, usando actina como control 

de carga. 
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Los análisis de microscopía confocal y WB demostraron que después 

de detectar la presencia de los eritrocitos, EhNPC1 y EhNPC2 se movilizaron 

hacia la membrana plasmática. Allí, se organizan de manera similar que en 

los experimentos de endocitosis de colesterol, pero la co-localización de 

ambas proteínas es más evidente durante la eritrofagocitosis (Figura 29).  

 

8.7 EhNPC1 y EhNPC2 se localizan en el retículo endoplásmico 

Debido a que ambas proteínas se han localizado alrededor del núcleo, 

se investigó si esta localización correspondía al retículo endoplásmico (RE), 

mediante experimentos de pulso y caza como se describió anteriormente. A 

diferentes tiempos de fagocitosis, EhNPC1 y EhNPC2 co-localizaron con 

EhSERCA, una marcador del RE en E. histolytica que transporta calcio 

(Martinez-Higuera et al., 2013). Imágenes de microscopía confocal en 

condiciones basales mostraron que las tres proteínas se localizaron en redes 

y vacuolas identificadas anteriormente como el RE (Martinez-Higuera et al., 

2013). EhNPC2 también apareció en esferas de 1 a 1.5 µm de diámetro en el 

citoplasma (Figura 31). Durante la fagocitosis, la co-localización no se 

modificó de manera significativa (Figura 31), indicando que las proteínas 

EhNPC1 y EhNPC2 mantienen una presencia constante en el RE. El valor del 

coeficiente de Pearson mostró que la co-localización de EhNPC1 y EhNPC2 

con EhSERCA fue de 0.25 y 0.51, respectivamente (Figura 31). Estos 

resultados comprobaron nuestra hipótesis acerca de que el sitio donde se 

localizan las proteínas encontradas alrededor del núcleo, corresponde al RE. 
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Figura 31. Localización de EhNPC1 y EhNPC2 en el RE.  A) Trofozoítos 

fueron incubados con eritrocitos a 37oC por 2 min, fijados y procesadas para 

microscopía confocal usando los anticuerpos α-EhNPC1 (azul), α-EhNPC2 

(rojo) y α-EhSERCA (verde). (a-b) Áreas magnificadas de los recuadros 

blancos. B) Coeficiente de correlación de Pearson (CP) que muestra la co-

localización de EhNPC1 o EhNPC2 con EhSERCA. 
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8.6 EhNPC2 co-localiza con EhRab7A en los endosomas y EhNPC1 se 

localiza alrededor de ellos. 

En E. histolytica el grupo de proteínas Rab participa en el tráfico 

vesicular (Nakada-Tsukui et al., 2005). Dentro de ellas, se ha descrito que 

EhRab7A está involucrada en el transporte retrógrado de los fagosomas hacia 

el aparato de Golgi y se ha localizado principalmente en los endosomas 

tardíos (Nakada-Tsukui et al., 2005). Con estos antecedentes, exploramos si 

las estructuras esféricas que contenían EhNPC1 y EhNPC2, correspondían a 

endosomas. Mediante microscopía confocal, observamos que los anticuerpos 

α-EhRab7A reconocieron estas estructuras citoplásmicas, las cuales 

incrementaron de tamaño durante los ensayos de pulso y caza en la 

eritrofagocitosis. En condiciones basales y durante la fagocitosis, EhRab7A se 

asoció con EhNPC1 y EhNPC2, formando frecuentemente estructuras tipo 

donas que contenían EhNPC2 en la parte interna. También EhNPC1 co-

localizó con EhRab7A alrededor de estas estructuras, rodeando a EhNPC2 

(Figura 32A). Los valores del coeficiente de Pearson para EhNPC1 y EhNPC2 

con EhRab7A fueron de 0.39 a 0.55 en el total de la célula, y estos valores 

incrementaron ligeramente de 0.47 a 0.78 cuando se midieron las estructuras 

donde las proteínas EhRab7A y EhNPC1 o EhNPC2 co-localizaron (Figura 

32B, C). Estos resultados refuerzaron la hipótesis de que EhNPC2 se localizó 

en endosomas tardíos, co-localizando con EhRab7A y EhNPC1. 
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Figura 32. EhNPC1 y EhNPC2 co-localizan con EhRab7A. Trofozoítos 

fueron incubados con eritrocitos a 37°C por 5 min, posteriormente, los 

eritrocitos adheridos y no ingeridos se lisaron con agua:TYI y se continuó con 

el proceso de fagocitosis por 30 y 60 min en medio TYI. A) Las muestras se 

procesaron para microscopía confocal usando los anticuerpos α-EhNPC1 

(azul), α-EhNPC2 (rojo) y α-EhRab7A (verde). (a-e) Amplificación de los 

recuadros blancos. B) y C) Co-localización entre EhNPC1 o EhNPC2 con 

EhRab7A en toda la célula (B) o en estructuras intracelulares marcadas con 

los tres anticuerpos (C). 
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8.8 EhNPC1 y EhNPC2 se asocian con moléculas endosomales en 

vesículas ácidas 

En mamíferos, NPC1 se une al colesterol en endosomas tardíos en un 

medio ácido, donde se encuentran el lípido LBPA y la proteína Alix, los cuales 

además participan en la regulación del colesterol (Chevallier et al., 2008). Es 

por esto que hipotetizamos que las vesículas que contienen colesterol dentro 

de los fagolisosomas, además poseen LBPA y EhADH, moléculas 

previamente descritas en fagolisosomas y MVBs en trofozoítos de E. 

histolytica (Banuelos et al., 2005, Castellanos-Castro et al., 2016a).  

Por lo tanto, se investigó primero la naturaleza de las vesículas que 

contenían colesterol a través de los ensayos de fagocitosis pulso-caza 

anteriormente descritos, pero en este caso usando Lysotracker como 

marcador de vesículas ácidas. Después de 5+30 y 5+90 min de 

eritrofagocitosis, más del 90% de los fagosomas se tiñieron con Lysotracker y 

fueron reconocidos con los anticuerpos α-EhNPC1 y α-EhNPC2 (Figura 33). 

El Lysotracker apareció en fagolisosomas y MVBs, que contenían eritrocitos 

parcial o totalmente digeridos, mientras que EhNPC1 se localizó alrededor de 

los fagosomas y EhNPC2 al interior de ellos (Figura 33), lo que sugiere que 

las proteínas analizadas tienen un papel independiente, aunque no se 

descarta la posibilidad de que participen en conjunto en algún punto del 

proceso endocítico. Estos resultados demostraron que EhNPC1 y EhNPC2 se 

localizaron en vesículas de naturaleza ácida, que son características de los 

fagolisosomas. 
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Figura 33. Localización de EhNPC1 y EhNPC2 en vesículas ácidas. 

Trofozoítos se incubaron con eritrocitos como en la figura 30 y fueron 

procesados para microscopía confocal, empleando los anticuerpos α-EhNPC1 

(azul) y α-EhNPC2 (rojo) y Lysotracker (verde). (a-d) amplificaciones de los 

recuadros blancos. 
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Posteriormente se utilizaron anticuerpos específicos para LBPA y 

EhADH, moléculas descritas en los endolisosomas (Banuelos et al., 2005, 

Castellanos-Castro et al., 2016a) y que pudieran participar en la regulación 

del colesterol de estos compartimentos. LBPA mostró un incremento en 

relación al tiempo de fagocitosis, en estructuras que pueden corresponder a 

fagolisosomas (Figura 34A). A 5+30 min, los fagolisosomas que contenían 

eritrocitos en proceso de degradación, fueron reconocidos por los anticuerpos 

α-EhNPC1, α-EhNPC2 y α-LBPA (Figura 34A). Por otro lado, EhADH co-

localizó con EhNPC1 o EhNPC2 en condiciones basales, principalmente en la 

membrana plasmática y durante la fagocitosis en fagolisosomas y MVB 

(Figura 34B).  

En conjunto, estos resultados sugieren que LBPA, EhADH, EhRab7A, 

EhNPC1 y EhNPC2 están presentes durante las fases tardías del proceso de 

fagocitosis-digestión. Por lo tanto, se llevaron a cabo ensayos de 

inmunoprecipitación, para determinar si estas moléculas se asocian entre 

ellas y con el colesterol, durante el proceso de fagocitosis. Los resultados 

indicaron que EhNPC1 se asoció con EhNPC2, EhRab7A, EhADH y colesterol  

pero no con EhSERCA, tanto en condiciones basales como después de 60 

min de fagocitosis (Figura 35A). Por otra parte, el anticuerpo α-EhNPC2 

precipitó todas estas moléculas incluyendo EhSERCA, sugiriendo que estas 

proteínas están interaccionando en algún punto del proceso de fagocitosis 

(Figura 35B). Estos hallazgos demostraron la asociación de EhNPC1 y 

EhNPC2 con proteínas involucradas en la endocitosis y de manera importante 

se reafirmó la asociación con el colesterol, sugiriendo que ambas proteínas 

participan en el transporte de este lípido hacia los distintos compartimentos 

donde es requerido, como se ha observado en sus ortólogos de eucariontes 

superiores. 
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Figura 34. Co-localización de EhNPC1 y EhNPC2 con moléculas 

endosomales. Trofozoítos procesados como en la figura 30 fueron incubados 

con los anticuerpos α-EhNPC1 (azul), α-EhNPC2 (rojo) y A) α-LBPA (verde) o 

B) α-EhADH (verde). (c-d) Amplificaciones de los recuadros blancos. (a-b) y 

(e-f) representación de otros campos. Flechas: EhNPC1 fuera de los 

endosomas. Cabeza de flecha: EhNPC2 dentro de los endosomas. 
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Figura 35. Interacción de EhNPC1 y EhNPC2 con moléculas 

endosomales y colesterol. Trofozoítos en condiciones basales y después de 

5 + 60 min de eritrofagocitosis fueron lisados y sometidos a ensayos de 

inmunoprecipitación usando los anticuerpos α-EhNPC1 (A), α-EhNPC2 (B) o 

suero preinmune (SP). Los complejos inmunoprecipitados fueron analizados 

por WB usando los anticuerpos α-EhNPC1, α-EhNPC2, α-EhADH, α-

EhRab7A, α-EhSERCA y α-colesterol. 
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8.9 La baja concentración de colesterol intracelular disminuye la tasa de 

eritrofagocitosis y su capacidad de destruir la barrera epitelial intestinal 

en ratones 

Con la finalidad de evaluar si el tráfico de colesterol influye en la virulencia in 

vitro de E. histolytica, realizamos experimentos con trofozoítos cultivados 

durante 12 h en TYI-S, TYI, o TYI suplementado con U18, fármaco que 

bloquea el tránsito intracelular de colesterol (Lange et al., 2002). En primer 

lugar, se analizó la expresión de los genes ehnpc1, ehnpc2a y ehnpc2b 

mediante RT-qPCR. El análisis reveló que la transcripción de ehnpc2a se 

estimuló en ausencia de suero (trofozoítos cultivados en medio TYI) y en 

presencia de la droga U18 (Figura 36A). Por el contrario, la transcripción de 

los genes Ehnpc2b y Ehnpc1 no se modificó significativamente en los 

trofozoítos cultivados en las diferentes condiciones  (Figura 36A), lo cual 

sugiere que posiblemente el gen ehnpc2a se regula positivamente cuando 

hay bajas concentraciones de colesterol intracelular o éste se encuentra 

acumulado. 

 Por otra parte, dado que estas proteínas en otros organismos 

participan de manera activa en el transporte de colesterol intracelular, se 

determinó la concentración intracelular de colesterol total de los trofozoítos 

cultivados en las diferentes condiciones. Los trofozoítos  sin suero y con la 

droga U18, presentaron 38.5% y 49% menos concentración de colesterol, 

respectivamente, en comparación con trofozoítos cultivados en medio TYI-S 

(Figura 36B), lo que sugirió que al eliminar la fuente natural de colesterol en el 

medio de cultivo, se minimizó la captación y por tanto el contenido intracelular 

de colesterol. 

 Como se ha descrito anteriormente en otros eucariontes superiores, la 

distribución y movilización de colesterol depende de las proteínas NPC1 y 

NPC2 (Chang et al., 2005b, Ikonen, 2008), por lo tanto es relevante conocer 

la localización de colesterol intracelular cuando se privan los trofozoítos de su 

fuente natural de colesterol  y cuando se arresta el tráfico de este lípido por 

efecto del fármaco U18. Mediante ensayos de microscopía confocal, se pudo 
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observar que los trofozoítos tratados con la droga U18 mostraron abundantes 

grumos de colesterol en el citoplasma (Figura 36C), a diferencia de los 

trofozoítos cultivados en TYI-S o TYI, donde se observó que la distribución de 

colesterol fue homogénea en el citoplasma (Figura 36C). 

 Estos resultados en conjunto, indican que al menos el gen Ehnpc2a, es 

regulado positivamente cuando se arresta el tráfico de colesterol por efecto de 

la droga U18. Por otra parte, la privación de suero, como era de esperarse, 

induce una menor captura de colesterol, fenómeno que también se observa al 

bloquear el tráfico de este lípido. Finalmente, se observó una reorganización 

de colesterol en los trofozoítos donde se bloqueó el tránsito de este esterol.  
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Figura 36. Expresión de los genes ehnpc1, ehnpc2a y ehnpc2b, 

cuantificación y distribución de colesterol en trofozoítos cultivados en 

TYI-S, TYI y TYI más U18. Trofozoítos fueron incubados durante 12 h a 37°C 

en medio TYI-S, TYI y TYI más U18. A) Mediante ensayos de RT-qPCR 

usando mRNA de los trofozoítos en las distintas condiciones, se amplificaron 

los transcritos con oligonucleótidos específicos para los genes Ehnpc1, 

Ehnpc2a y Ehnpc2b, así como el gen s2 que codifican para la proteína s2 de 

la subunidad 40s del ribosoma, el cual se usó como control de carga. B) 

Cuantificación de colesterol intracelular total en los trofozoítos con los 

diferentes tratamientos, realizada como se describe en materiales y métodos. 

C) Microscopía confocal que muestra la localización del colesterol teñido con 

filipina (rojo) y la morfología de los trofozoítos observada en el campo claro. El 

núcleo fue teñido en azul con ioduro de propidio (Ip). Flecha: indica la 

acumulación de colesterol en “parches” intracelulares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

120 

Posteriormente, se evaluaron algunos procesos de virulencia in vitro 

como: eritrofagocitosis, adhesión, actividad citotóxica y actividad citopática de 

los trofozoítos con los diferentes tratamientos. La tasa de eritrofagocitosis, fue 

severamente afectada por la ausencia de una fuente de colesterol, y aún más 

en presencia de la droga U18, que bloqueó el tráfico intracelular del lípido. En 

esta última condición, los trofozoítos ingirieron alrededor de 2 eritrocitos por 

trofozoíto desde los 5 hasta los 60 min de interacción. La tasa de 

eritrofagocitosis fue 5 veces menor en trofozoítos tratados con U18 que en 

trofozoítos cultivados en TYI-S, y de menos de 2 veces que los cultivados en 

TYI (Figura 37A). Al evaluar si el bloqueo en el tráfico de colesterol afectaba 

la adhesión, no se observaron cambios significativos en los trofozoítos 

tratados con las diferentes condiciones hasta los 60 min, donde al parecer la 

disminución de colesterol afectó la capacidad de los trofozoítos de adherir 

eritrocitos (Figura 37B). Estos resultados, sugieren que la acumulación de 

colesterol no afecta a los componentes membranales, que incluyen los 

receptores a eritrocitos expuestos en la membrana plasmática. Además, 

analizamos la capacidad de destrucción de monocapas de células epiteliales 

MDCK por trofozoítos vivos (actividad citopática). Los hallazgos revelaron que 

aquellos trofozoítos cultivados en TYI y U18 dañaron de 40 a 50 % menos 

respectivamente, que los trofozoítos cultivados en medio TYI-S (Figura 37C), 

sugiriendo que la falta de colesterol proveniente del medio afecta la capacidad 

citopática de los trofozoítos. Por otra parte, los extractos de trofozoítos 

(actividad citotóxica) presentaron la misma capacidad de destruir monocapas 

de células MDCK (Figura 37D), independientemente del tratamiento de los 

parásitos, indicando que la cantidad y actividad tanto de proteasas como de 

algunas otras moléculas involucradas en la lisis de las células epiteliales no 

son afectadas por la reducción y bloqueo del tráfico de colesterol. 
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Figura 37. Virulencia in vitro de trofozoítos cultivados en TYI-S, TYI y TYI 

más U18. A) Tasa de eritrofagocitosis, donde se midió la concentración de 

hemoglobina dentro de los trofozoítos mediante espectrofotometría. B) 

Adhesión de eritrocitos a trofozoítos. Datos obtenidos a partir del conteo de 

eritrocitos teñidos con diaminobencidina en 100 trofozoítos. C) Trofozoítos 

vivos se interaccionaron con monocapas de células MDCK para evaluar su 

capacidad de destrucción, la cual se midió mediante la tinción de las células 

MDCK restantes con el colorante azul de metileno, el cual fue eluído y leído 

espectrofotométricamente. D) Lisados de trofozoítos se incubaron con 

monocapas de células MDCK y la destrucción de éstas se evaluó como en el 

inciso anterior. 
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Adicionalmente, realizamos ensayos de virulencia in vivo usando 

ratones de la cepa C57BL/6 (Kissoon-Singh et al., 2013) como un modelo de 

amibiasis intestinal, los cuales fueron inoculados analmente con trofozoítos 

cultivados en medio TYI-S, TYI o con las droga U18. Posterior a la incubación 

con los trofozoítos, se inyectó el colorante azul de Evans en el intestino y 

permaneció ahí durante 15 minutos permitiendo su absorción en los sitios con 

daño del epitelio intestinal (Figura 38A). La intensidad en la coloración azul 

fue proporcional al daño causado en la permeabilidad del epitelio intestinal. 

Los ratones inoculados con trofozoítos cultivados con U18, mostraron 

resultados similares a los obtenidos con el control negativo (ratones no 

inoculados), lo que indicó que la barrera epitelial no fue alterada. Mientras que 

los trofozoítos cultivados en TYI presentaron 60-70% de destrucción epitelial, 

tomando como 100% el daño producido por trofozoítos cultivados en TYI-S 

(Figura 38B), demostrando que la ausencia de suero disminuyó la capacidad 

de los trofozoítos para romper las uniones intercelulares en el modelo in vivo.  

Adicionalmente, el colon de los ratones fue analizado por histología y 

tinción con hematoxilina y eosina. El colon de ratones que no fueron 

inoculados con parásitos presentó un epitelio intestinal integro y la capa 

muscular intacta,; mientras que los trofozoítos crecidos en medio TYI-S 

produjeron un daño importante en el epitelio, provocando discontinuidad en la 

barrera epitelial, redondeamiento celular, multicapas en el epitelio, infiltrados 

celulares e inflamación celular. Por su parte, los animales inoculados con 

trofozoítos cultivados con U18, mostraron un epitelio normal sin infiltrado ni 

inflamación celular, similar al presentado por los ratones inoculados sólo con 

PBS (Figura 38C). 
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Figura 38. Virulencia in vivo de trofozoítos cultivados en TYI-S, TYI y TYI 

más U18. Trofozoítos cultivados bajo distintas condiciones fueron inoculados 

analmente en ratones de la cepa C57BL/6 para evaluar su capacidad de 

dañar la barrera del epitelio intestinal. A) Colon de ratones inoculados con 

trofozoítos, teñidos con azul de Evans. B) El daño a la barrera del epitelio 

intestinal se cuantificó espectrofotométricamente mediante la elución del 

colorante azul de Evans extraído del colon. Neg: ratones control inoculados 

sólo con PBS. ** p<0.01. (C) Tinción del colon con hematoxilina-eosina (40X). 
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En conjunto, nuestros resultados muestran que el colesterol es 

necesario para algunos procesos de virulencia de los trofozoítos, tanto in vitro 

como in vivo, por ejemplo para ingerir eritrocitos, destruir monocapas 

celulares y dañar la barrera del epitelio intestinal, afectando la permeabilidad 

por el daño a las uniones intercelulares. Sin embargo, a tiempos cortos de 

interacción, la disminución y bloqueo del colesterol intracelular no afectaron la 

adhesión de los trofozoítos a sus células blanco, ni la destrucción de las 

células epiteliales por efecto de los lisados ricos en proteasas. 

 

8.10 Trofozoítos mutantes en los genes Ehnpc1 y Ehnpc2s presentan 

una disminución en la tasa de eritrofagocitosis y en la movilidad celular 

La fagocitosis y movilidad celular requieren de colesterol para la fluidez 

y síntesis de membranas. Para determinar si EhNPC1 y EhNPC2 participan 

en estos eventos, generamos trofozoítos mutantes en los genes Ehnpc1 y 

Ehnpc2a, usando trofozoítos de la clona G3, los cuales fueron transfectados 

con el vector psAP-2 (Bracha et al., 2003). Ambas clonas de trofozoítos 

silenciados (KD Ehnpc1 y KD Ehnpc2a) expresaron 70 y 50% menos mRNA 

respectivamente, en comparación con los trofozoítos control (transfectados 

sólo con el vector vacío) (Figura 39A). La expresión de las proteínas EhNPC1 

y EhNPC2 también se observó disminuida en los trofozoítos silenciados, 

aunque los niveles de proteína fueron 25% y 60% menos que en los 

trofozoítos control, respectivamente (Figura 39B,C). 

Mediante imágenes de microscopía confocal se confirmó la disminución 

de EhNPC1 y EhNPC2 en los trofozoítos mutantes, además, se observó que 

la escasa presencia de estas proteínas se concentró en ciertas áreas (Figura 

40A). En los trofozoítos KD Ehnpc1, la proteína EhNPC1 se polarizó hacia la 

membrana plasmática, mientras que las células KD Ehnpc2, la proteína 

EhNPC2 se encontró pobremente distribuida en la membrana plasmática y en 

algunos puntos del citoplasma (Figura 40A). Por otra parte, se midieron los 

niveles de colesterol intracelular total en los trofozoítos silenciados; los 

trofozoítos KD Ehnpc2 presentaron menor cantidad de colesterol intracelular 
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(1.9 ng/µl), en comparación con los parásitos KD Ehnpc1 (2.8 ng/µl); mientras 

que los trofozoítos transfectados con el vector vacío presentaron 4.0 ng/µl 

(Figura 40B). Estos resultados sugieren fuertemente que EhNPC1 y EhNPC2 

son indispensables para la captación del colesterol del medio. 
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Figura 39. Silenciamiento de los genes Ehnpc1 y Ehnpc2 en E. 

histolytica. (A) Trofozoítos de la clona G3 fueron transfectados con los 

plásmidos psAP-2, psAP-2Ehnpc1 o psAP-2Ehnpc2a y se seleccionaron 

poblaciones estables con 4 g/ml de G-418. Mediante ensayos de RT-qPCR 

se analizaron los genes Ehnpc1 y Ehnpc2a usando mRNA de los trofozoítos 

transfectados (vector vacío, KD Ehnpc1 y KD Ehnpc2) y oligonucleótidos 

específicos. Como control interno se empleó el gen ribosomal s2. (B) 

Extractos totales de trofozoítos transfectados fueron procesados para WB 

usando los anticuerpos -EhNPC1 y -EhNPC2. Como un control de carga, la 

misma membrana fue re-inmunodetectada con el anticuerpo -actina. (C) 

Análisis densitométrico de las bandas mostradas en (B), normalizadas con la 

proteína actina. 
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Figura 40. Localización de EhNPC1 y EhNPC2, y concentración 

intracelular de colesterol en trofozoítos transfectados. Los trofozoítos 

transfectados con el vector vacío y silenciado en Ehnpc1 (KD Ehnpc1) y en 

Ehnpc2 (KD Ehnpc2) se montaron en laminillas y se prepararon para 

analizarse mediante microscopía confocal (A) en condiciones basales usando 

anticuerpos -EhNPC1 o -EhNPC2. Se midió la concentración intracelular de 

colesterol (B) en trofozoítos transfectados en condiciones basales mediante 

un kit para cuantificación de colesterol. * p<0.05, *** p<0.001. 
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A continuación, se evaluó la tasa de eritrofagocitosis en estos 

trofozoítos silenciados. Durante los tiempos tempranos de la fagocitosis (2 a 5 

min), los trofozoítos KD Ehnpc1 y los trofozoítos control, ingirieron la misma 

cantidad de eritrocitos (6 eritrocitos/trofozoítos). Sin embargo, después de 5 

min, los trofozoítos KD Ehnpc1 no ingirieron más de 10 eritrocitos/trofozoíto, 

en comparación con los trofozoítos control, que continuaron ingiriendo 

eritrocitos (aproximadamente 18 eritrocitos/trofozoíto) hasta los 30 min (Figura 

41A,B). Por otra parte, de 2 a 15 min de fagocitosis, los trofozoítos KD 

Ehnpc2 ingirieron de 4 a 10 eritrocitos/trofozoíto en comparación con los 

trofozoítos control, los cuales ingirieron de 5.6 a 14.4 eritrocitos/trofozoíto. Sin 

embargo, a los 30 min de eritrofagocitosis, los trofozoítos KD Ehnpc2 

recuperaron la tasa de eritrofagocitosis e ingirieron una media de 18 

eritrocitos/trofozoítos, similar a los trofozoítos control (Figura 41A,B). Estos 

resultados sugieren que en los trofozoítos KD Ehnpc2, la tasa de 

eritrofagocitosis fue afectada solamente en los tiempos tempranos de la 

cinética, mientras que en los trofozoítos KD Ehnpc1 este proceso se afectó 

sólo después de 10 min de contacto con los eritrocitos (Figura 41A,B). 

Para evaluar el impacto del silenciamiento de las proteínas EhNPC1 y 

EhNPC2 en la movilidad de los trofozoítos, estos se colocaron en la parte 

superior de un transwell y se contó el número de trofozoítos que fueron 

capaces de migrar hacia la parte inferior de la cámara, siguiendo un estímulo 

de suero. De manera interesante, después de 3 h de incubación, los 

trofozoítos KD Ehnpc1 permanecieron en la parte superior, mostrando 

incapacidad de migración, mientras que los trofozoítos KD Ehnpc2 mostraron 

una migración similar a los trofozoítos control (Figura 41C). 

Estos resultados en conjunto revelan que las proteínas EhNPC1 y 

EhNPC2 no tienen una función redundante, pero si son capaces de cooperar 

durante el tráfico de colesterol y de esta manera facilitar y hacer más eficiente 

la captación y el transporte del colesterol. 
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Figura 41. Alteración en la tasa eritrofagocítica y movilidad en 

trofozoítos transfectados. A) Tasa de eritrofagocitosis de trofozoítos 

mutantes en KD Ehnpc1 y KD Ehnpc2. * p<0.05, ** p<0.01. B) Imágenes 

representativas de trofozoítos donde se muestran los eritrocitos ingeridos 

teñidos con diaminobencidina, a diferentes tiempos. C) Migración de 

trofozoítos mutantes en KD Ehnpc1 y KD Ehnpc2, a través de filtros transwell. 

*** p<0.001. 
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9. DISCUSIÓN 

 El protozoario E. histolytica es un parásito altamente fagocítico, que 

requiere de colesterol para su supervivencia y virulencia. Se sabe que este 

parásito no es capaz de sintetizar colesterol, por lo tanto, lo toma del medio 

donde se encuentra. Recientemente se ha propuesto que la proteína TMK39 

podría participar en la captura de lipoproteínas LDL (Christy et al., 2012), 

aunque se desconoce realmente cómo se lleva a cabo la captación/tráfico de 

colesterol desde el exterior celular. En eucariontes superiores se han descrito 

las proteínas NPC1 y NPC2, las cuáles son las responsables de distribuir el 

colesterol en los endosomas tardíos/lisosomas (Davies et al., 2000a). 

 A través del análisis in silico y de distintas herramientas 

experimentales, en este trabajo demostramos que el protozoario E. histolytica 

posee un gen Ehnpc1 y dos genes Ehnpc2. Contrario a lo encontrado en la 

mayoría de los organismos eucariontes, donde existen generalmente dos 

genes npc1 (npc1 y npc1l1) y un gen npc2 (Akaboshi et al., 1995, Davies et 

al., 2000b). Ensayos de modelaje molecular e inmunoprecipitación mostraron 

que las proteínas EhNPC1 y EhNPC2 pueden interaccionar entre ellas y con 

el colesterol con bajas energías de asociación, los valores bajos podrían 

corresponder a interacciones cortas entre proteínas y el esteroide para 

permitir la correcta y rápida transferencia de colesterol entre ambas proteínas, 

EhNPC1 y EhNPC2a. Los sitios de unión entre la proteína EhNPC2a y 

EhNPC1 son muy parecidos a los obtenidos con el colesterol, estas diferencia 

podrían deberse a cambios conformacionales necesarios para la unión de las 

distintas moléculas, lo cual facilitarían la transferencia de colesterol entre 

estas proteínas siguiendo el modelo “hand-off” como se ha descrito para 

eucariontes superiores (Kwon et al., 2009,(Wang et al., 2010). Además, se 

encontró que estas proteínas EhNPC1 y EhNPC2 se asociaron con EhRab7A 

y EhADH, mientras que sólo EhNPC2 interactuó con EhSERCA, en los 

tiempos explorados. Conocer las moléculas involucradas en la captación y el 

tráfico de colesterol, nos ayudará a entender cómo se lleva a cabo la fusión 

de vacuolas y la síntesis de membranas. La relevancia de nuestros hallazgos 
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radica en tres hechos principales; primero: el colesterol es fundamental para 

la endocitosis y fagocitosis, los cuales son eventos importantes para la 

nutrición y virulencia de E. histolytica (Bansal et al., 2005). Segundo: el 

colesterol no puede ser sintetizado por los trofozoítos y se conoce muy poco 

acerca del tráfico de esta molécula en el protozoario, en particular de su 

captación (Christy et al., 2012). En estos eventos podrían participar las 

proteínas NPC1 y NPC2, como sucede en organismos superiores. En 

protozoarios, a excepción de una proteína NPC1-like identificada en T. gondii 

(Lige et al., 2011), no existen estudios sobre la presencia y función de NPC1 y 

NPC2. Esto hace de E. histolytica el primer protozoario en el cual se ha 

identificado y caracterizado estos genes y las proteínas correspondientes. 

Tercero: E. histolytica presenta un tráfico simple de colesterol comparado con 

otros eucariontes, dado que depende totalmente del colesterol exógeno, 

proporcionando así un modelo excelente y menos complicado para dilucidar 

este intrincado evento en células eucariotas (Davies et al., 2000a). 

 NPC1 y NPC2 son proteínas ancestrales, altamente conservadas a 

través de la evolución eucarionte (Higaki et al., 2004); ya que los genes NPC1 

humanos y de levadura son genéticamente y funcionalmente intercambiables 

(Higaki et al., 2004). Nuestros resultados fortalecen esta idea, debido a la alta 

homología estructural que presenta el cristal del amino terminal de NPC1 y 

NPC2 de H. sapiens y B. taurus con las estructuras tridimensionales EhNPC1 

y EhNPC2, respectivamente (Kwon et al., 2009). Sin embargo, contrario a 

otros eucariontes, las proteínas EhNPC2s presentan una cadena de 

aminoácidos con varios residuos que podrían eventualmente estar en 

contacto con la membrana, la unión o cercanía de las proteínas a la 

membrana, hipotéticamente esto, junto con las regiones cargadas 

positivamente (Kirchhoff et al., 1996), le brinda a EhNPC2 la posibilidad de 

traslocarse a través de la membrana plasmática, retículo endoplásmico y otros 

organelos, como sugieren nuestros resultados experimentales, al co-localizar 

y asociarse con EhSERCA. Además, mediante ensayos de 

inmunoprecipitación usando anticuerpos α-EhNPC1 o α-EhNPC2, 
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confirmamos que ambas proteínas se asocian entre ellas y con el colesterol, 

en los trofozoítos en condiciones basales y durante la eritrofagocitosis, 

aunque generalmente estas proteínas se encuentran de forma separada. 

Estas características refuerzan la hipótesis de que el modelo “hand-off” podría 

ser la forma de trabajo para la captación y tráfico de colesterol en E. 

histolytica como se ha observado en eucariontes superiores (Wang et al., 

2010).  

 En este estudio también nos preguntamos: ¿Cómo los trofozoítos de E. 

histolytica llevan el colesterol exógeno a los distintos organelos sin un 

receptor para LDL canónico? Con los hallazgos de este trabajo, ahora 

podemos concluir que las proteínas EhNPC1 y EhNPC2 participan en  la 

detección y captación de colesterol, en su transporte por los endosomas y 

otros organelos (RE y núcleo), hasta la digestión de los productos 

endocitados en los fagolisosomas. La proximidad y co-localización de las 

proteínas EhNPC1 y EhNPC2 en la superficie de los trofozoítos 

inmediatamente después de un pulso con colesterol y en el comienzo de 

eritrofagocitosis, así como su detección en los productos secretados, indican 

que estas proteínas son las encargadas de capturar el colesterol en E. 

histolytica. Sin embargo, no descartamos la participan de otras moléculas del 

parásito, como la proteína TMK39 (Christy et al., 2012). EhNPC1 y EhNPC2 

también están presentes durante el transporte de colesterol exógeno hacia el 

RE y otros organelos. Además, parecen estar cerca de eritrocitos ingeridos, 

desde el contacto inicial hasta su digestión, posiblemente extrayendo el 

colesterol. Esto refuerza la evidencia de la participación de ambas proteínas 

en el tráfico de colesterol hacia el interior celular; como se ha observado en 

las células intestinales, donde la proteína NPC1L1 es capaz de internalizar el 

colesterol extracelular (Davies et al., 2000b). Ambas proteínas se han 

observado trabajando en conjunto, pero con tareas específicas, dado que no 

se encuentran formando complejo proteína-proteína todo el tiempo. Las 

funciones exactas de cada proteína independiente y en complejo necesitan 

ser estudiadas en el futuro.  
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Con nuestros experimentos usando trofozoítos cultivados sin suero y 

sometidos a un estímulo de SBA, podemos sugerir que el colesterol externo 

es tomado e internalizado por EhNPC1 y EhNPC2 en varios pasos:  

I) Inmediatamente después de que los trofozoítos detectan el colesterol, 

EhNPC1 y EhNPC2 se organizan en pequeñas vesículas en la membrana 

plasmática, co-localizando en la mayoría de los casos, pero permaneciendo 

cercanas y no en complejo en algunas áreas. Es posible especular que 

EhNPC1 facilita el transporte de EhNPC2 a la membrana plasmática para 

tomar el colesterol exógeno. 

II) Posteriormente, las pequeñas vacuolas de la membrana crecen en tamaño y 

cantidad a través del proceso de endocitosis. Cabe señalar que en los 

tiempos tempranos estas vesículas parecen estar repletas de EhNPC1 y 

EhNPC2, estando en la mayoría de los casos EhNPC2 orientada hacia el 

medio externo. 

III) Entonces, las vesículas que contienen EhNPC2 aparecen hacia el exterior 

celular, asumiendo formas tipo esferas y de salchicha, que están en contacto 

con las vesículas llenas de colesterol. También es posible distinguir pequeños 

puntos que contienen EhNPC1. Imágenes de microscopía confocal y ensayos 

de secreción confirman que EhNPC1 y EhNPC2 están, en efecto, siendo 

liberadas al medio externo. Al respecto se sabe que al menos NPC2 se 

localiza en fluido epididimal en humanos (Kirchhoff et al., 1996). 

IV) EhNPC2 aparece en vesículas co-localizando con colesterol dentro de los 

trofozoítos, frecuentemente haciendo contacto con pequeñas vesículas que 

contienen EhNPC1, lo que coincide con el papel cooperativo de ambas 

proteínas en el modelo “hand-off” (Wang et al., 2010). 

V) EhNPC1 y el colesterol forman redes desde la membrana plasmática hacia el 

RE y el núcleo, donde también aparece EhNPC2. Posiblemente, esta 

localización permite la mejor internalización y distribución del colesterol. 
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VI) El colesterol es llevado hacia la membrana plasmática y vacuolas que están 

rodeadas por EhNPC1 y que en su interior contienen EhNPC2. Todos estos 

pasos se representan en la figura 42. 
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Figura 42. Modelo de la participación de EhNPC1 y EhNPC2 en el tráfico 

de colesterol en E. histolytica. A) Captación de colesterol: EhNPC1 y 

EhNPC2 capturan el colesterol del espacio extracelular y desde la membrana 

plasmática probablemente siguiendo el modelo “hand-off”: EhNPC1-

colesterol-EhNPC2-colesterol-EhNPC1. B) Formación de estructuras tipo 

redes: EhNPC1 y el colesterol forman redes que llevan vesículas con 

EhNPC2. Probablemente estas vesículas transportan el colesterol hacia el 

RE, ensodomas y núcleo, siguiendo el modelo “hand-off”. C) EhNPC1 y 

EhNPC2 se asocian con el colesterol y son internalizadas en endosomas que 

contienen EhRab7A, tanto en condiciones basales como durante la 

eritrofagocitosis. D) EhNPC1 y EhNPC2 se asocian con moléculas 

fagolisosomales y de los MBVs, particularmente con LBPA y EhADH, las 

cuales probablemente regulan el tráfico de colesterol. E) EhNPC1 y EhNPC2 

se acumulan en el núcleo y RE, a partir de donde se distribuyen hacia otros 

organelos.  
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Durante la fagocitosis, la mayoría de estos pasos también fueron 

evidentes, con algunas particularidades: 

I) La co-localización de EhNPC1 y EhNPC2 es más frecuente después de dos 

minutos de interacción con eritrocitos, lo cual confirma la movilización y 

cooperación de ambas proteínas durante la eritrofagocitosis en forma similar 

al modelo de “hand-off” (Wang et al., 2010). 

Los eritrocitos adheridos, pero no los ingeridos, parecen cubrirse de la 

proteína EhNPC2. Los trofozoítos presentan un canal, con eritrocitos 

digeridos parcialmente, el cual es decorado principalmente por EhNPC2 y 

colesterol, mientras que la parte externa de la copa fagocítica fue rodeada por 

EhNPC1. Ensayos de microscopía confocal usando α-EhSERCA, confirmaron 

la presencia de EhNPC1 y EhNPC2 en el RE, donde vesículas y redes que 

contienen EhNPC1 se conectan con otras vesículas con EhNPC1, EhNPC2 y 

filipina, sugiriendo que el colesterol podría ser transportado del RE hacia otros 

organelos, incluso su presencia en este compartimento se deba a que es el 

lugar donde se sintetizan y posiblemente, desde aquí el colesterol sea 

distribuido hacia otros organelos, como se ha descrito en otros eucariontes 

superiores (Lange et al., 1999). 

 

II) Después de 30 y 90 min de eritrofagocitosis, el colesterol aparece junto con 

EhNPC1 y EhNPC2 en vacuolas, algunas con un tamaño uniforme, dentro de 

fagolisosomas. De manera interesante, EhRab7A co-localiza en endosomas 

tardíos con EhNPC1 y EhNPC2. LBPA y EhADH también aparecen cercanos 

o co-localizando con EhNPC1 y EhNPC2 en fagolisosomas, sugiriendo que 

podrían participar en la regulación del colesterol, como en las células de 

mamífero (Chevallier et al., 2008). El colesterol es regresado a la membrana 

plasmática siguiendo un movimiento similar a EhNPC1 y EhNPC2. Los 

análisis de inmunoprecipitación muestran que EhNPC1 y EhNPC2 se asocian, 

directa o indirectamente, con moléculas involucradas en la endocitosis, tales 

como EhADH, EhRab7A y colesterol. Nuestros datos sugieren que el papel de 
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EhNPC1 y EhNPC2 no termina hasta finalizar el proceso de digestión, donde 

ya no hay más colesterol disponible en el eritrocito fagocitado (Figuras 31-35). 

 

Aunque se sabe que la adición de liposomas ricos en colesterol 

incrementa la virulencia del parásito (Serrano-Luna et al., 2010), en este 

trabajo se analizó el efecto de la reducción de colesterol y la inhibición del 

tráfico de colesterol en trofozoítos, sobre las propiedades de virulencia, 

mediante el uso de la droga U18. Como era de esperarse, la fagocitosis y la 

destrucción de monocapas de células epiteliales fueron afectadas por la falta 

de colesterol, debido a que ambos eventos requieren de la síntesis de 

membranas para la formación de vacuolas y endosomas. De acuerdo a 

nuestros resultados, el 50% del colesterol presente en los trofozoítos control 

fue suficiente para adherirse a los eritrocitos. Sin embargo, nuestros 

resultados difieren de otros reportes que indican que la adhesión es más 

eficiente en altas concentraciones de colesterol (Mittal et al., 2008). Aquí, 

nosotros disminuimos la concentración de colesterol y bloqueamos su tráfico 

dentro de las células. Posiblemente, el uso de diferentes concentraciones de 

colesterol podría explicar estas discrepancias. Nuestros resultados al analizar 

la capacidad de adhesión de los trofozoítos a eritrocitos no se vio afectada 

cuando se acumuló el colesterol, posiblemente este arresto en el trafico de 

colesterol no modifique los sitios donde se localizan los receptores para 

eritrocitos, es decir,  las balsas lipídicas; los cuales son microdominios de 

membranas enriquecidos en colesterol. Por otra parte, el análisis citotóxico 

tampoco se observó alterado, indicando que el contenido de proteasas no se 

modificó al arrestar el tráfico de colesterol. Por lo tanto se confirmó que el 

contenido de moléculas, en algunos sitios específicos, no depende del tráfico 

de colesterol.  

De mayor interés aún, fue determinar cómo se ve afectada la virulencia in 

vivo bajo estas mismas condiciones. En efecto al interferir con el movimiento 

de colesterol con la droga U18, se reduce significativamente la virulencia de 

los trofozoítos en el modelo de infección de colon en ratón, posiblemente el 
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bloqueo del trafico de colesterol inhibe la formación de membranas nuevas 

necesarias para el desplazamiento de los trofozoítos en el epitelio del 

intestino,  aunque no se descarta la posibilidad de que el microambiente 

presente en el intestino afecte también la capacidad del trofozoítos para 

causar daño. Por último, los trofozoítos silenciados en Ehnpc1 y Ehnpc2 que 

muestran menor contenido de colesterol, también presentan una tasa 

eritrofagocítica diferencial, indicando que probablemente la proteína EhNPC2 

sea la primera en responder al estímulo con eritrocitos, saliendo por el 

colesterol de estos; seguida posteriormente por la proteína EhNPC1, la cual 

cooperaría en la entrada/traslocación de EhnPC2+colesterol hacia el interior 

del trofozoíto.  

Las proteínas EhNPC1 y EhNPC2 son moléculas involucradas en la 

captación y transporte de colesterol, indispensable para la síntesis de 

membranas, además EhNPC1 es necesaria para el movimiento de los 

trofozoítos, por lo tanto más adelante se podrían buscar estrategias dirigidas 

hacia estas proteínas y de esta manera ayudar a diseñar un mecanismo o 

terapia que ayude a combatir la amibiasis. 
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10. CONCLUSIÓN 

Este estudio provee la primera evidencia de la presencia de proteínas que 

transportan el colesterol: EhNPC1 y EhNPC2 en E. histolytica. Las cuales 

participan en la captación del colesterol exógeno y en su tráfico intracelular. 

Combinando los resultados aquí mostrados con lo obtenido en otros 

organismos eucariontes, nosotros proponemos que EhNPC2 es transportada 

por EhNPC1 hacia la membrana plasmática y hacia el exterior celular. Pero, 

¿cómo entra EhNPC2 en los eritrocitos fagocitados? Nosotros hipotetizamos 

que el modelo “hand-off” propuesto en células de mamíferos (Wang et al., 

2010) podría funcionar de manera similar en los trofozoítos de E. histolytica. 

Esto implica que EhNPC2 se moviliza hacia la membrana plasmática, junto 

con EhNPC1 y, de ahí, el colesterol es transportado a través del medio 

hidrofóbico, alcanzando de manera eficiente sus organelos blanco y 

facilitando así la expresión de las propiedades de virulencia que requieren la 

síntesis de membrana y fusión de vacuolas. El transporte de colesterol es de 

vital importancia para la virulencia de E. histolytica, y como hemos observado, 

requiere de la participación de las proteínas EhNPC1 y EhNPC2, haciendo de 

estas proteínas probables blancos terapeúticos para generar vacunas contra 

este parásito. 
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11. PERSPECTIVAS 

 

 Determinar los cambios de expresión, a nivel de transcrito y proteína, de 

EhNPC1 y EhNPC2 durante la eritrofagocitosis. 

 

 Analizar los cambios de expresión, a nivel de transcrito y proteína, de 

EhNPC1 y EhNPC2 durante la eritrofagocitosis de trofozoítos silenciados. 

 

 Verificar experimentalmente la asociación del colesterol con las proteínas 

recombinantes rEhNPC2a y rEhNPC2b. 

 

 Evaluar si las regiones de EhNPC1 y EhNPC2 predichas por nuestros 

resultados bioinformáticos, son las responsables de su unión al colesterol  

mediante la clonación y expresión de estas regiones. 

 

 Analizar la virulencia in vivo de los trofozoítos deficientes en EhNPC1 y 

EhNPC2 sobre el daño a la barrera epitelial en intestino de ratones de la 

cepa C57BL/6. 
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