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1 RESUMEN 

El ion calcio es una importante molécula de señalización, ya que actúa 

como segundo mensajero controlando una variedad de funciones celulares, 

como secreción de hormonas, transcripción de genes, contracción muscular, 

división celular, diferenciación y permeabilidad a iones sodio y potasio, entre 

otras. Para que la señalización por calcio funcione correctamente este debe 

ser regulado en su concentración intracelular. Son varios los mecanismos 

responsables de controlar los niveles fisiológicos de calcio, ya sea por el 

exporte al medio externo o al transporte a diferentes compartimentos 

intracelulares. Proteínas del tipo de bombas de calcio, como PMCA o SERCA, 

o intercambiadores, como sodio/calcio (NCX), sodio/potasio/calcio (NCKX) o 

catión/calcio (CCX), entre otras, son responsables de mantener los niveles de 

calcio citoplásmicos. En Entamoeba histolytica, el parásito responsable de la 

amibiasis en el humano, el ion calcio tiene un papel importante en el proceso 

patogénico, ya que al bloquear el transporte de este ion se ven afectadas la 

adhesión y la citólisis. El calcio también participa en la exocitosis de vesículas 

ácidas y en la regulación transcripcional de este parásito, además de regular 

el enquistamiento en E. invadens, un parásito de reptiles que se utiliza como 

modelo para el estudio del enquistamiento del género Entamoeba. Sin 

embargo, poco se sabe de la regulación de la concentración citoplásmica del 

ion en el parásito. En este trabajo se identificó y se caracterizó funcionalmente 

un intercambiador de calcio en E. histolytica. El análisis in silico de esta 

proteína mostró que pertenece a la familia de intercambiadores catión/calcio, 

por lo que se le nombró como EhCCX. Mediante ensayos de 

inmunofluorescencia e inmunomicroscopía electrónica utilizando anticuerpos 

dirigidos contra un péptido específico de EhCCX mostraron que el 

intercambiador se localiza en la membrana plasmática y en la membrana de 

algunas vacuolas citoplásmicas de los trofozoítos amibianos. Sin embargo, 

después de 10 min de ertitrofagocitosis, EhCCX se localizó principalmente en 

la membrana plasmática. Además, los niveles de expresión de esta proteína 

en E. histolytica son mayores que los de la ortológa en la amiba no patógena 
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E. dispar. La expresión de EhCCX también aumentó en trofozoítos incubados 

con peróxido de hidrógeno. Por otra parte, los trofozoítos que sobrexpresaron 

este intercambiador contenían niveles citosólicos de calcio mayores que los 

trofozoítos control, pero la expulsión de calcio después de la adición de 

peróxido de hidrógeno fue más eficiente en los trofozoítos que 

sobreexpresaron EhCCX; consecuentemente, la muerte celular programada 

de estos parásitos se retardó con respecto a la de los trofozoítos control. 

Interesantemente, la sobreexpresión de EhCCX aumentó la virulencia in vitro 

de los trofozoítos. Todos estos resultados confirman el papel de EhCCX en el 

transporte de calcio y sugieren que el flujo de este ion a través del 

intercambiador juega un papel importante en la muerte celular programada y 

en la virulencia de E. histolytica. 
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2 ABSTRACT  

Calcium is an important signaling molecule, since it acts as a second 

messenger controlling a variety of cellular functions, such as hormone 

secretion, gene transcription, muscle contraction, cell division, differentiation 

and permeability to sodium and potassium ions, among others. For the correct 

function of the calcium signaling, this ion must be regulated in its intracellular 

concentration. There are several mechanisms responsible for controlling the 

physiological levels of calcium, either by export it to the external environment 

or by transport it to different intracellular compartments. Proteins of the calcium 

pump type, such as PMCA or SERCA, or exchangers, such as sodium/calcium 

(NCX), sodium/potassium/calcium (NCKX) or cation/calcium (CCX), among 

others, are in charge to maintain the levels of cytoplasmic calcium. In 

Entamoeba histolytica, the parasite responsible for human amoebiasis, calcium 

plays an important role in the pathogenic process, since the blockage of the ion 

transport affected the adhesion and cytolysis. Calcium also participates in the 

exocytosis of acidic vesicles and in the transcriptional regulation of this 

parasite, in addition to regulate the encystation of E. invadens, a parasite of 

reptiles that is used as a model for the study of encystation in the genus 

Entamoeba. However, little is known about the regulation of the cytoplasmic 

concentration of the ion in the parasite. In this work, a calcium exchanger of E. 

histolytica was identified and functionally characterized. The in silico analysis 

of this protein showed that it belongs to the cation/calcium exchanger family, 

so it was named EhCCX. Immunofluorescence and electron 

immunomicroscopy assays using antibodies directed against a specific EhCCX 

peptide showed that the exchanger is located in the plasma membrane and in 

the membrane of some cytoplasmic vacuoles of the trophozoites. However, 

after 10 min of erythrophagocytosis, EhCCX was located mainly in the plasma 

membrane. In addition, the expression levels of this protein in E. histolytica are 

greater than those of the orthologue in the nonpathogenic amoeba E. dispar. 

The expression of EhCCX also increased in trophozoites incubated with 

hydrogen peroxide. On the other hand, the trophozoites that overexpressed 
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this exchanger contained higher cytosolic calcium levels than the control 

trophozoites, but the calcium excretion after the addition of hydrogen peroxide 

was more efficient in the trophozoites that overexpressed EhCCX; 

consequently, the programmed cell death of these parasites was delayed with 

respect to that of the control trophozoites. Interestingly, overexpression of 

EhCCX increased the in vitro virulence of the trophozoites. All these results 

confirm the role of EhCCX in the transport of calcium and suggest that the flow 

of this ion through the exchanger plays an important role in the programmed 

cell death and in the virulence of E. histolytica. 
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3 ANTECEDENTES GENERALES  

3.1 Amibiasis   

 La amibiasis es una enfermedad gastrointestinal aguda o crónica del ser 

humano causada por la infección con el parásito protozoario Entamoeba 

histolytica, el cual puede vivir en el intestino grueso o invadir la mucosa 

intestinal causando lesiones; además, puede diseminarse a diferentes órganos, 

principalmente el hígado (Zlobl, 2001). La amibiasis presenta una distribución 

mundial, sin embargo, afecta principalmente a países en vías de desarrollo, 

donde las condiciones socioeconómicas e higiénicas son deficientes (Barron et 

al, 2008). Esta enfermedad es responsable de aproximadamente 70 a 100 mil 

muertes al año en todo el mundo, por lo que es la cuarta causa principal de 

muerte debida a la infección por protozoos (después de la malaria, la 

enfermedad de Chagas y la leishmaniosis) y la tercera causa de morbilidad 

causada por este grupo de organismos (Choudhuri & Rangan, 2012; Espinosa-

Cantellano & Martinez-Palomo, 2000). La amibiasis es producida por la 

ingestión de quistes maduros a partir del agua, alimentos o manos 

contaminadas con heces (Trejos-Suárez & Castaño-Osorio, 2009). Esta 

parasitosis afecta principalmente el colon y al penetrar la mucosa del intestino 

puede ocasionar colitis o abscesos en otros órganos, principalmente en hígado, 

seguido por cerebro, pulmón y piel (Blessmann et al, 2002). 

 

3.2 Epidemiología  

 La amibiasis es de distribución mundial; se presenta a cualquier edad, aunque 

es más frecuente en niños y adultos jóvenes(Ximenez et al, 2007). En especial, 

las infecciones se presentan frecuentemente en los países y regiones en vías 

de desarrollo como América latina, Asia y África. Las zonas con mayor endemia 

son los países tropicales y subtropicales, además de implicar factores 

sociodemográficos y de accesibilidad a los servicios sanitarios(Ximenez et al, 

2007). Se considera que el 10% de la población mundial está infectada y 90% 

de ellos no presentan síntomas (Ximenez et al, 2007). Según la Organización 

Mundial de la Salud (OMS) hay 500 millones de nuevas infecciones por año y 
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aproximadamente 70,000 a 100,000 muertes a nivel mundial (Botero & 

Restrepo, 1998; Christy & Petri, 2011; Ximenez et al, 2007). En México, se 

reporta que esta enfermedad ha disminuido considerablemente (Figura 1), 

hasta el 2011 la tasa de incidencia es de alrededor de 419,554 casos 

(SUIVE/DGE/Secretaria de Salud/Estados Unidos Mexicanos 2011).  

 

3.3 Biología de Entamoeba histolytica 

 E. histolytica fue descubierta en 1873 en Rusia por Friedrich Lösch, quien la 

aisló de un paciente con disentería(Gómez et al, 2007). Este parásito pertenece 

al género Entamoeba (Tabla 1), en el cual sólo tres especies producen infección 

en el humano: E. histolytica, E. dispar y E. moshkovskii, siendo E. histolytica la 

más invasiva (Martinez Palomo, 1987; Ximenez et al, 2007). E. histolytica es un 

protozoario que presenta dos formas en su ciclo de vida: el quiste y el trofozoíto, 

donde el trofozoíto es la forma invasiva y el quiste es la forma infectiva. El 

trofozoíto coloniza la mucosa intestinal del colon donde se multiplica por fisión 

binaria (Ximenez et al, 2007). 

Los quistes son estructuras redondeadas de 10 a 16 µm (Figura 2), que 

presentan en su interior de 1 a 4 núcleos y una pared gruesa compuesta de 

quitina que les confiere resistencia cuando el parásito se encuentra fuera del 

huésped (Gillespie & Pearson, 2001). El trofozoíto tiene un diámetro de 20 a 40 

µm (Figura 2), en general presenta un solo núcleo y emite un pseudópodo 

amplio, hialino y transparente, el cual se proyecta al exterior de la célula y 

presenta una apariencia granulosa; su núcleo presenta un cariosoma compacto 

central y cromatina en gránulos uniformes en tamaño y localización, carece de 

mitocondrias, aparato de Golgi y retículo endoplásmico bien desarrollados, 

lisosomas típicos y citoesqueleto organizado(Gómez et al, 2007; Ximenez et al, 

2007).  

El trofozoíto es una célula muy móvil capaz de ingerir gran variedad de 

partículas, incluyendo bacterias y eritrocitos (Martinez Palomo, 1987). Su 

movimiento es por la formación de seudópodos y los microtúbulos se observan 

durante la división nuclear. Además de los seudópodos, también forma 
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filopodios, los cuales son proyecciones fagocíticas con vacuolas orientadas al 

exterior y a una región caudal (Martinez Palomo, 1987). El trofozoíto es muy 

sensible a los cambios de temperatura, pH y osmolaridad (Bailey, 1992). Su 

citoesqueleto está formado por actina, miosina y tubulina (Bailey, 1992). El 

núcleo del trofozoíto mide de 3 a 5 µm de diámetro, y generalmente cada 

trofozoíto contiene un núcleo, aunque pueden encontrarse células con más de 

un núcleo, así como células multinucleadas gigantes(Meza et al, 1990). 

 

Tabla 1. Clasificación taxonómica 

 

Reino Protista 

Phylum Sarcomastigophora 

Subphylum Sarcodina 

Superclase Rhizopoda 

Clase Lobosea 

Familia Entamoebidae 

Orden Amoebida 

Género Entamoeba 

Especie Entamoeba 

histolytica 

 



 

8 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Incidencia de casos de amibiasis en México del año 2000 al 2011. (Datos tomados de 
SUIVE/DGE/Secretaria de Salud/Estados Unidos Mexicanos 2011) 
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La membrana nuclear de E. histolytica consiste en una doble capa de 

120 nm de grosor con numerosos poros de 50 a 65 nm de diámetro distribuidos 

de manera irregular (Kretschmer, 1994; Ravdin et al, 1988a). Una 

característica importante del núcleo es que cuenta con cromatina periférica 

que está compuesta principalmente de RNA y que podría ser la región 

correspondiente al nucléolo de las células eucariotas y el endosoma central 

podría ser el sitio de condensación del DNA (Martinez-Palomo, 1986). 

 

 

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

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

(Ximenez et al, 2011). 

 

En el citoplasma de E. histolytica se encuentra una red de vacuolas y 

vesículas, algunas de las cuales podrían corresponder al retículo endoplásmico 

y al aparato de Golgi (Ghosh et al, 1999; Teixeira & Huston, 2008). Gran parte 

del citoplasma se encuentra ocupado por vacuolas circulares de 

aproximadamente 0.5 a 9 µm (Martinez-Palomo, 1986). Mediante técnicas de 

tinción, bioquímicas y estructurales, se han logrado identificar vacuolas de 

macro y micropinocitosis, lisosomas primarios y secundarios, cuerpos 

residuales, vacuolas autofágicas y ribosomas, los cuales se observan como 

cúmulos helicoidales con 300 nm de longitud y 40 nm de diámetro (Martinez-

Palomo, 1986; Ravdin et al, 1988a). 

En el 2005 se publicó el genoma de E. histolytica (Loftus et al, 2005), 

reportando un tamaño de 20,799 kb, en donde el 49.7% corresponde a 8,201 

A B 
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genes codificantes, de los cuales un 24.4% presentan intrones (Lorenzi et al, 

2010). Muchos aspectos únicos de la biología amibiana han sido identificados 

a partir del esfuerzo de la secuenciación del genoma, entre ellos, la presencia 

de un gran número de receptores tipo cinasa, una transferencia horizontal de 

genes bacterianos a gran escala y una expansión de genes involucrados en la 

fagocitosis, transporte vesicular, virulencia y traducción de señales que regulan 

las funciones del citoesqueleto (Loftus et al, 2005). Aproximadamente el 30% 

de los genes predichos no presentan homólogos en otros organismos 

(Ehrenkaufer & Singh, 2008). 

 

3.4 Ciclo de vida  

 El ciclo de vida de E. histolytica es relativamente simple, consiste de dos fases 

principales: un quiste infectivo y una forma invasiva (trofozoíto) (Figura 2). El 

quiste tetranucleado es la forma infecciosa del parásito. Es resistente a 

cloración, ácido gástrico y desecación, además puede sobrevivir en un 

ambiente húmedo por varias semanas (Gillespie & Pearson, 2001). El ciclo 

(Figura 3) inicia con la ingestión de quistes infecciosos, a través de agua y 

alimentos contaminados. Los quistes viajan por el aparato digestivo hasta el 

íleon donde se desenquistan y dan lugar a un protoplasto desnudo 

tetranucleado. Cada uno de los núcleos se divide y el protoplasto da origen a 

ocho trofozoítos metaquísticos uninucleados que migran al ciego y se adhieren 

a la mucosa del intestino delgado y grueso y se dividen por fisión 

binaria(Martinez-Palomo, 1986). Los trofozoítos pueden seguir cualquiera de 

las siguientes vías (Figura 3): 1) vivir en el intestino como comensales; 2) 

enquistarse; 3) invadir la mucosa intestinal y producir desde síntomas leves 

hasta disentería grave; 4) invadir otros órganos, lo que les impedirá completar 

su ciclo de vida, ya que no regresan al lumen del intestino ó 5) salir del huésped 

con las heces para morir inmediatamente debido a su poca resistencia a las 

condiciones atmosféricas (Martinez-Palomo, 1986). El enquistamiento se 

realiza en el lumen del intestino grueso y cuando el quiste madura aparecen 

cuatro núcleos y el ciclo de vida se completa cuando es expulsado con las 
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heces al medio ambiente, donde resisten las condiciones externas hasta que 

logran infectar un nuevo huésped (Martinez-Palomo, 1986). Eventualmente, 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 pulmones, cerebro e hígado, donde 

pueden formar abscesos (Figura 3) (Sehgal et al, 1996). Este 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 & 

Chadee, 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 en el hígado (absceso hepático amibiano, AHA), en 

tanto que los abscesos cerebrales son una invasión extraintestinal 

extremadamente rara y asociada con altas tasas de mortalidad (Pritt & Clark, 

2008) 
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Figura 3. Ciclo de vida de E. histolytica. (Tomado de Amibiasis, CDC, Atlanta, 

1999). 
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3.5 Mecanismos de patogenicidad  

El mecanismo patogénico de E. histolytica ha sido generalmente 

atribuida a su capacidad para destruir tejidos a través de su citotoxicidad y 

citopatogenicidad (Figura 4), lo que deriva de la proteólisis de células 

epiteliales, sanguíneas y de la matriz extracelular (Espinosa-Cantellano & 

Martinez-Palomo, 2000). El mecanismo patogénico es realizado por diferentes 

proteínas denominadas factores de virulencia (Espinosa-Cantellano & 

Martinez-Palomo, 2000). La capacidad de la amiba para invadir tejidos y de 

evadir la respuesta inmune depende de su adaptación al medio y de la 

expresión de factores de virulencia. Primeramente, los trofozoítos se 

encuentran en el lumen y la mucosa intestinal; después, invaden el epitelio 

interglandular, donde los trofozoítos producen microulceraciones de la mucosa 

(Mortimer & Chadee, 2010). Con el paso del tiempo, las ulceras se extienden 

hacia la cara basal de las células intestinales y después hacia la mucosa 

muscular o externa, donde los procesos usualmente se detienen antes de la 

perforación del intestino (Sehgal et al, 1996). Las ulceras se desarrollan con 

frecuencia en el ciego y colon ascendente. En el 20% de los casos de colitis 

aguda, las perforaciones terminan en peritonitis (Mortimer & Chadee, 2010). 

 

Las moléculas de superficie de la amiba controlan la adherencia, 

señalización, ingestión y modulación del sistema inmune en la relación 

hospedero-parásito (Marie & Petri, 2014). Los trofozoítos de E. histolytica se 

adhieren a monocapas de células epiteliales en cultivo y a componentes de la 

matriz extracelular, como colágena y fibronectina y a superficies inertes como 

plástico y vidrio. La adhesión de los trofozoítos a células epiteliales es esencial 

para causar daño a las mismas y requiere de un mecanismo específico que 

involucra moléculas de superficie del parásito (adhesinas) y receptores de la 

célula blanco (Martinez-Palomo, 1986).  Se ha observado que la adhesión es 

un paso indispensable para la sucesión de los siguientes eventos como la 

fagocitosis y la destrucción celular (Ravdin et al, 1980). 
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Figura 4. Microscopia electrónica de barrido de amibiasis intestinal 

experimental en conejillos de indias. A) Trofozoitos 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 & Martinez-

Palomo, 2000). 
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La adhesión del parásito ocurre principalmente a través de una lectina 

de superficie que une residuos expuestos de galactosa (Gal) y N-acetil-D-

galactosamina (GalNAc) en las glicoproteínas de las células blanco (Christy & 

Petri, 2011; Petri et al, 1987; Ravdin & Guerrant, 1981). Otras moléculas que 

participan en la adhesión incluyen una lectina de 220 kDa que une oligómeros 

de N-acetil-glucosamina (Meza et al, 1987), una proteína rica en serinas 

(SREHP) de 52 kDa (Stanley et al, 1990), proteínas de 90, 70, 50 y 24 kDa 

(Rodriguez et al, 1989) y la adhesina de 112 kDa, también llamada complejo 

EhCPADH (Arroyo & Orozco, 1987; Garcia-Rivera et al, 1999). 

La lectina de unión a Gal/GalNAc parece ser un mediador esencial para 

la adherencia a diferentes líneas de células epiteliales, incluyendo las mucosas 

de colon de ratas y humanos (Espinosa-Cantellano & Martinez-Palomo, 2000). 

Esta lectina es una glicoproteína heterodimérica, cuyas subunidades de 170 y 

35 kDa están unidas por enlaces disulfuro (Huston, 2004). El análisis de la 

secuencia de la subunidad de 170 kDa muestra una región externa que 

comprende tres dominios: un dominio rico en cisteína, un dominio con nueve 

seudo-repeticiones de 30 residuos y un dominio pobre en cisteína (Braga et al, 

1992). Esta subunidad de la lectina también muestra un fragmento con 

homología a los componentes C8 y C9 del complemento, así como a CD59, un 

inhibidor del complejo de ataque a la membrana (MAC). Se ha propuesto que 

debido a esta homología la lectina pudiera ejercer un papel protector de los 

trofozoítos contra el MAC (Braga et al, 1992). 

El complejo EhCPADH está formado por dos proteínas, una cisteína 

proteinasa (EhCP112) y una adhesina (EhADH112), codificados por dos genes 

adyacentes separados por 188 pb (Garcia-Rivera et al, 1999). La adhesina 

(EhADH112) tiene 687 aa y presenta un peso molecular de 75 kDa y el dominio 

de adherencia está localizado en el segmento que incluye los aminoácidos en 

la posicion 444 – 601 (Garcia-Rivera et al, 1999; Martinez-Lopez et al, 2004). 

También, se ha propuesto que la cisteína proteinasa (EhCP112) participa en la 

virulencia del parásito (Ocadiz-Ruiz et al, 2013; Ocadiz et al, 2005)  
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Una vez que se da la adherencia, E. histolytica induce múltiples efectos 

citotóxicos sobre la célula del hospedero, incluyendo un incremento intracelular 

de Ca2+, producción de especies reactivas de oxígeno, perdida de la integridad 

de la membrana, fragmentación del DNA, exposición de fosfatidilserina y 

activación de la caspasa 3 (Ralston & Petri, 2011). Se considera que los 

mecanismos de la citotoxicidad causada por E. histolytica son de dos tipos: 

dependientes de contacto directo y los causados por proteínas secretadas por 

los trofozoítos próximos a la célula blanco (Christy & Petri, 2011).  

El evento citolítico está mediado por diversos procesos: 1) 

permeabilización por péptidos formadores de poros (amebaporos), 2) inducción 

de apoptosis y 3) ruptura de la matriz extracelular a través de cisteína proteasas 

(Boettner & Petri, 2005; Leippe et al, 1994; Seydel & Stanley, 1998).  

Los amebaporos, son un grupo de péptidos pequeños de 4.5 kDa, éstos 

forman canales iónicos por su asociación irreversible en oligómeros, similar al 

componente 9 del complemento y a la perforina de los linfocitos T citotóxicos 

(Leippe et al, 1994). Estos péptidos son mediadores de la lisis de las células 

blanco por las amibas patógenas (Leippe et al, 1994). Inicialmente en el 

parásito se encontraron tres isoformas de amebaporo (A, B y C), estando 

presentes en los trofozoítos en una proporción de 35:10:1 respectivamente 

(Christy & Petri, 2011; Leippe et al, 1994). Los amebaporos de la clase C son 

más efectivos mientras que los de clase A no son eficientes en la lisis de 

eritrocitos (Leippe et al, 1994). Posteriormente, se identificaron tres nuevas 

clases de amebaporos, por lo que E. histolytica tiene al menos, seis diferentes 

amebaporos (Loftus et al, 2005). 

Después del contacto con la célula blanco, el trofozoíto induce la 

activación de la caspasa 3 humana, una molécula efectora distal, requerida 

para la muerte celular in vitro y para la formación del absceso hepático amibiano 

in vivo (Huston et al, 2000; Yan & Stanley, 2001).  

Por otra parte, la alta virulencia de los aislados de E. histolytica 

correlaciona con el alto contenido de proteinasas tipo cisteína o catepsina en 

productos de secreción o en extractos proteicos de trofozoítos (Stanley et al, 
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1995). La acción de estas cisteínas proteinasas (CPs) es degradar las proteínas 

de la matriz extracelular y facilitar la invasión del trofozoíto (Stanley et al, 1995).  

La CP de 49 kDa que forma parte del complejo EhCPADH (EhCP112) es un 

polipéptido de 446 aa que presenta un dominio RGD que puede interactuar con 

las integrinas celulares, sugiriendo que esta proteinasa también participa en la 

patogenicidad de E. histolytica (Betanzos et al, 2013; Garcia-Rivera et al, 1999; 

Ocadiz et al, 2005). 

Después del proceso de citólisis, la fagocitosis juega un papel importante 

durante el proceso de invasión del intestino humano por la amiba patógena 

(Christy & Petri, 2011; Marion & Guillen, 2006). Por su complejidad, este 

proceso puede dividirse en cuatro etapas. En la primera se efectúa la unión de 

partículas o células a los receptores de superficie de la célula fagocítica; en la 

segunda la interacción entre ligandos y receptores dispara una serie de eventos 

incluyendo la reorganización del citoesqueleto que lleva a la extensión de 

pseudópodos; posteriormente los pseudópodos se estrechan alrededor de la 

partícula para formar un fagosoma, que se fusiona secuencialmente con los 

endosomas tempranos y tardíos; finalmente el fagosoma se fusiona con los 

lisosomas, llevando así a la digestión de las partículas internalizadas 

(Rabinowitz et al, 1992). 

En este proceso intervienen diferentes moléculas: adhesinas, 

componentes del citoesqueleto como la miosina IB y una proteína semejante a 

la espectrina  (Marion & Guillen, 2006; Voigt et al, 1999);  así como reguladores 

de la estructuración del citoesqueleto, tales como las GTPasas Rho y RacG 

(Godbold & Mann, 1998; Guillen et al, 1998); proteasas como EhCP5, EhCP1, 

EhCP112, EhCP2 y EhCP3 (Ankri et al, 1998; Garcia-Rivera et al, 1999; Ocadiz 

et al, 2005; Pertuz Belloso et al, 2004; Que et al, 2002); cinasas, como EhPAK, 

que controlan la motilidad y la fagocitosis (Labruyere et al, 2003); y moléculas 

que regulan el tráfico intracelular como las proteínas EhRab5, EhRab7, 

EhRab11B y EhRabB (McGugan & Temesvari, 2003; Rodriguez et al, 2000; 

Saito-Nakano et al, 2001; Temesvari et al, 1999; Welter et al, 2002). 
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Por otro lado, se ha caracterizado un nuevo evento patogénico. La 

trogocitosis, mecanismo por el cual E. histolytica ingiere pedazos de células 

vivas intactas (Marie & Petri, 2014). La trogocitosis es un proceso activo que se 

asemeja a la fagocitosis en muchas de las características como el incremento 

de Ca2+ intracelular, y resulta en la muerte celular, pero las células muertas 

pueden no ser ingeridas totalmente (Ralston et al, 2014). 

 

3.6 Homeostasis del calcio  

El ion calcio (Ca2+) juega un papel crucial como un segundo mensajero 

para el control de una variedad de funciones celulares en eucariontes, entre 

estas se encuentran la contracción, la secreción, la permeabilidad de sodio y 

potasio, la transcripción de genes, la división celular y la diferenciación, entre 

otras (Berridge et al, 2003). Así, es necesario mantener las concentraciones 

citosólicas de calcio para permitir que este ion funcione como molécula de 

señalización y se han descrito diversas proteínas que participan en la 

homeostasis del calcio, incluyendo varias proteínas de membrana (Giladi et al, 

2016). La concentración citoplásmica de Ca2+ libre en reposo debe mantenerse 

en aproximadamente 100 nM, esto es regulado por el transporte del ion a través 

de las membranas por ATPasas e intercambiadores (Figura 5) que garantizan 

que las concentraciones de calcio en el citosol y en los almacenes internos se 

mantengan (Berridge et al, 2003).  

 

3.6.1 Canales de calcio  

Los canales iónicos son proteínas integrales de membrana que forman 

un poro para permitir el paso de iones específicos, como K+, Na+, Ca2+ o Cl-, 

mediante difusión pasiva. Se distinguen de las bombas y transportadores 

porque permiten el paso de miles de iones (Jentsch et al, 2004). El abrir y cerrar 

de los canales puede ser controlado por voltaje, unión de ligandos y 

modificaciones post-traduccionales (Jentsch et al, 2004). Muchos canales 

están formados por complejos de proteínas con varias subunidades. A nivel 

celular, los canales se encargan de la regulación del volumen celular, 
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modulación de la proliferación y la transcripción, así como también del tráfico y 

la señalización intracelular (Catterall, 2000; Feranchak, 2003).  

Los canales presentan características funcionales comunes como 

poseer: un poro acuoso por el cual los iones son capaces de pasar, un filtro de 

selectividad que permite discriminar entre los tipos de iones y una compuerta 

con la cual el canal puede cerrarse o abrirse al flujo de iones (Feranchak, 2003; 

Jentsch et al, 2004). 

El Ca2+ ingresa a las células eucariontes a través de la membrana 

plasmática mediante diferentes canales, como canales de calcio operados por 

receptores, canales de calcio dependientes de voltaje y canales de calcio 

operados por almacenes (Figura 5) (Cao, 2006; Catterall, 2000; Moreno & 

Docampo, 2003). 

Figura 5. Moléculas que participan en la regulación de la concentración 

intracelular de calcio. La concentración intracelular de calcio es regulada 

usando como fuente principal de calcio el medio extracelular. La célula controla 

la concentración de calcio por diferentes moléculas como bombas encargadas 

de sacar calcio del citosol, como PMCA, o de introducir calcio hacia depósitos 

intracelulares (SERCA) e intercambiadores Na+/Ca2+ que sacan calcio del 

citosol, receptores de IP3 y rianodina que movilizan calcio de los depósitos 

intracelulares (retículo endoplásmico), y canales de calcio, que son activados 

cuando los niveles de calcio almacenado en los depósitos disminuye, 
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permitiendo la entrada de calcio extracelular (TRP, CRAC, CaV) (Clapham, 

2007). 

 

3.6.1.1 Canales de calcio dependientes de voltaje (vgccs) 

Los canales de calcio dependientes de voltaje (VGCCs, por sus siglas 

en inglés) son grandes complejos multiproteicos, con una subunidad α1 

formando el poro en la parte central, rodeado por subunidades auxiliares γ, α2δ 

y β (Catterall, 2000). Todas las células excitables expresan canales de calcio 

dependientes de voltaje, que traducen la actividad eléctrica a señales 

bioquímicas intracelulares (Catterall, 2000). La despolarización de la 

membrana trae como resultado la apertura de los canales, permitiendo una 

rápida entrada de calcio, la cual regula procesos como la liberación de 

neurotransmisores y neuropéptidos, la excitabilidad neuronal y la plasticidad, 

entre otros (Cao, 2006). 

Los VGCCs se dividen en dos categorías, los activados por alto voltaje 

(HVA), que incluye los canales de Ca2+ tipo R, L, N y P/Q que necesitan de una 

fuerte despolarización para su activación y los activados por bajo voltaje que 

son los canales de Ca2+ tipo T que pueden ser activados por una 

despolarización más suave (Cao, 2006). Los canales tipo L se encuentran en 

el tejido cardiaco y son dependientes de dihidropiridinas (DHP). Los tipos P, N, 

T, Q y R se expresan en cerebro, los P y N son dependientes de ω-conotoxina, 

mientras que los T no dependen de ningún agonista (Cao, 2006). Los canales 

de tipo L son más eficientes en la regulación de la expresión de genes, en 

cambio los de tipo T son los que contribuyen principalmente al control de la 

excitabilidad neuronal (Cao, 2006; Catterall, 2000).  

 

3.6.1.2 Canales de calcio regulados por depósitos intracelulares (SOCCS) 

Los canales de calcio regulados por depósitos intracelulares (SOCCs, 

por sus siglas en inglés) existen en los eucariontes desde levaduras hasta 

humanos. La función principal de estos canales es mantener los niveles de Ca2+ 

en el retículo endoplásmico que son necesarios para el plegamiento y la 
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síntesis proteica (Parekh & Putney, 2005). La entrada de Ca2+ regulada por 

depósitos (SOCE, por sus siglas en inglés) sirve como el único mecanismo de 

entrada de Ca2+ en una variedad de células no excitables y juega un papel 

indispensable en la señalización del calcio y otros procesos celulares que van 

desde la proliferación hasta la apoptosis (Parekh & Putney, 2005). 

El tipo de SOCC mejor caracterizado corresponde a los canales de Ca2+ 

activados por la liberación de calcio (CRAC, por sus siglas en inglés). La 

búsqueda de los componentes moleculares de estos canales trajo como 

resultado el hallazgo de dos moléculas clave, que son STIM1 (molécula de 

interacción estromal 1) y Orai (subunidad formadora de poro del canal CRAC) 

(Derler et al, 2009). STIM1 es una fosfoproteína, la cual cuenta con un dominio 

transmembranal simple, un dominio N-terminal que se compacta en el lumen 

del retículo endoplásmico, un dominio C-terminal que se extiende hacia al 

citosol, un dominio de unión EF-Hand que junto con el dominio SAM permiten 

la unión del calcio a STIM1 y un dominio de N-glicosilación el cual al ser 

glicosilado permite la relocalización de STIM1 a la membrana plasmática 

(Parekh & Putney, 2005). STIM1 funciona como sensor de calcio en el retículo 

endoplásmico y cuando este ion se encuentra en bajas concentraciones en este 

organelo, STIM1 es capaz de relocalizarse en membrana plasmática donde 

activa a Orai1, evento que permite una corriente de calcio conocida como ICRAC 

(Frischauf et al, 2008). Orai1 es una proteína de membrana plasmática con 

cuatro fragmentos transmembranales, los cuales son esenciales como 

unidades formadoras de poros de los CRAC, estos fragmentos son 

subunidades de Orai1 que se ensamblan entre sí para formar el canal; cada 

subunidad es importante para la activación de este mecanismo, ya que 

mutaciones en cualquiera de ellas tiene como resultado una baja corriente de 

iones calcio (Frischauf et al, 2008). 
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3.6.1.3 Receptores de potencial transitorio (TRP) 

Los receptores de potencial transitorio (TRP, por sus siglas en inglés) 

también son canales de calcio regulados por depósitos intracelulares. Estos 

canales de tipo TRP tienen diferentes papeles en vertebrados e invertebrados, 

entre ellos, la transducción visual, el gusto, la detección de feromonas y la 

recepción térmica, entre otros (Ramsey et al, 2006). Los TRP son canales 

iónicos selectivos para los cationes de calcio y magnesio, éstos se encuentran 

en membrana y presentan estructuras similares a los canales dependientes de 

voltaje de potasio, sodio y cloro, ya que los canales TRP presentan 6 

fragmentos transmembranales y los extremos amino y carboxilo terminales son 

intracelulares (Ramsey et al, 2006). Estos canales se agrupan con base en su 

secuencia de aminoácidos y su similitud estructural, dividiéndolos así en las 

familias TRPA, TRPC, TRPM, TRPL, TRPN, TRPP y TRPV (Ramsey et al, 

2006). 

Los canales TRP pueden ser activados por receptores, ligandos o por 

activación directa (Ramsey et al, 2006). La activación por receptores se lleva a 

cabo por receptores acoplados a proteínas G y por receptores de tirosina 

cinasas que activan a la fosfolipasa C (PLC), que a su vez modula la activación 

de los TRP, la cual se realiza mediante la hidrólisis de PIP2, la producción de 

diacilglicerol (DAG), o la producción de IP3 (Ramsey et al, 2006). La activación 

por ligando se puede dar por pequeñas moléculas de origen exógeno, 

incluyendo compuestos sintéticos y productos naturales (capsaicina, icilina, 2-

aminoethoxydifenilborato); por lípidos endógenos o por productos del 

metabolismo de los lípidos (DAG, IP3, eicosanoides); por nucleótidos púricos y 

sus metabolitos (adenosina difosforibosa, βNAD); o por iones inorgánicos como 

el calcio y el magnesio (Ramsey et al, 2006). La activación directa es dada por 

estímulos mecánicos, acoplamiento conformacional a receptores IP3 y por 

fosforilación del canal, sin embargo, aún es poco lo que se sabe de este tipo de 

activación (Ramsey et al, 2006). 
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3.6.1.4 Canales liberadores de calcio 

El retículo sarco/endoplásmico contiene canales especializados en la 

liberación del calcio: el receptor de rianodina (RyR) y el receptor de inositol 

trifosfato (IP3R). Estos receptores comparten homología significativa, pero 

cada canal liberador de calcio tiene sus propias cualidades funcionales (Fill & 

Copello, 2002). 

RyR es una familia de canales liberadores de calcio encontrados en el 

retículo sarco/endoplásmico de muchos tipos celulares y que son requeridos 

para la liberación de calcio intracelular involucrado en diversas funciones 

celulares, incluyendo contracción y liberación de neurotransmisores (Zalk et al, 

2007). El largo dominio citoplásmico del RyR sirve como un andamiaje de 

proteínas que une y modula la función del canal y que comprende una compleja 

señalización macromolecular (Lanner et al, 2010). Las proteínas de unión a 

este canal incluyen proteínas de unión FK506 (FKBPs), calmodulina (CaM), 

fosfodiesterasas, cinasas y fosfatasas, entre otras (Zalk et al, 2007). En 

mamíferos existen tres isoformas de RyR que se han identificado y clonado. El 

RyR es un complejo homotetramérico de aproximadamente 2200 kDa con 

cuatro subunidades de 564 kDa, formando un cuadrado alrededor de un poro 

central (Lanner et al, 2010). 

El receptor de inositol trifosfato (IP3R) es un canal que funciona para 

liberar el calcio de almacenes intracelulares en respuesta a IP3 (Suresh & 

György, 2007). Comprende cuatro subunidades heterotriméricas, donde cada 

subunidad puede ser dividida en tres regiones: un dominio de unión a IP3 en el 

N-terminal; un dominio C-terminal que comprende la secuencia formadora del 

canal con un tallo C-terminal corto; y un dominio intermedio de acoplamiento 

que contiene múltiples sitios de interacción con diferentes moduladores 

(Mikoshiba, 2007; Szlufcik et al, 2006). La secuencia necesaria para la unión 

específica de IP3, llamada centro de unión IP3, se encuentra entre los residuos 

226-578 (Szlufcik et al, 2006). La función del IP3R es regulada mediante 

fosforilación por cinasas dependientes de cGMP y cinasas dependientes de 

Ca2+/calmodulina (Mikoshiba, 2007). 
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3.6.2 ATPasas de calcio  

Las ATPasas de calcio catalizan el flujo de calcio citoplásmico y se han 

dividido en tres tipos: ATPasas de membrana plasmática (PMCA, por sus siglas 

en inglés), ATPasas del retículo sarco/endoplásmico (SERCA, por sus siglas 

en inglés) y ATPasas de la vía secretora (SPCA, por sus siglas en inglés) (Brini 

& Carafoli, 2009).  

 

3.6.2.1 ATPasas de calcio de membrana plasmática (PMCA) 

Las PMCA se encargan de expulsar Ca2+ del citosol de las células 

eucariotas (Figura 5). Son de expresión ubicua y con una capacidad de 

transporte bajo (Strehler et al, 2007). Estas bombas ayudan a mantener la 

homeostasis del calcio y a mantener un control de la señalización del calcio 

intracelular (Strehler et al, 2007). 

En humanos se han encontrado cuatro isoformas codificadas por genes 

independientes que incrementan su diversidad por “splicing” alternativo, sus 

extremos N- y C-terminal son las regiones menos conservadas y se encuentran 

involucrados en varias interacciones proteína-proteína, como es la unión del 

regulador calmodulina en el extremo C-terminal (Strehler et al, 2007). Debido a 

la gran diversidad de isoformas, las PMCAs tienen una gran versatilidad 

funcional y participan en diferentes procesos celulares, como motilidad 

espermática, señalización de retroalimentación en el corazón y regulación del 

calcio pre y post-sináptica en neuronas (Strehler et al, 2007). Esto se debe a su 

regulación por calmodulina, por cinasas y por otras proteínas de señalización 

(Strehler et al, 2007). 

 

3.6.2.2 ATPasas de calcio de retículo sarco/endoplásmico (SERCA) 

La bomba SERCA es la responsable de la captura del ion calcio en el 

retículo sarco/endoplásmico, que es el principal centro de almacenamiento del 

calcio intracelular (Wuytack et al, 2002). SERCA consiste en una sola cadena 

polipéptidica plegada en cuatro dominios principales: un dominio 

transmembrana M, compuesto de 10 hélices transmembranales y 3 dominios 



 

25 
 

citosólicos. Dos de estos últimos, el dominio actuador A y el dominio de 

fosforilación P, están conectados al dominio M, mientras que el dominio de 

unión a nucleótido N, está conectado al dominio P. Los dos sitios de unión a 

calcio se localizan en el dominio M (Wuytack et al, 2002).  

En vertebrados se han identificado tres diferentes genes de SERCA que 

por “splicing” alternativo expresan cada uno diversas isoformas de la enzima 

(SERCA1a/b, SERCA2a/b y SERCA3a/b/c/d/e) (Wuytack et al, 2002). Las 

ATPasas SERCA se distinguen de las bombas de Ca2+ de membrana 

plasmática (PMCA) o incluso de las bombas SPCA por su sensibilidad a 

inhibidores selectivos como tapsigargina, ácido ciclopiazónico y 2,5-di-(tert-

butyl)-1,4-benzohydroquinona (Wuytack et al, 2002).  

SERCA1a/b (en humanos SERCA1a de 994 aminoácidos y SERCA1b 

de 1001 aminoácidos) representan las isoformas más especializadas de las 

bombas de calcio y son encontradas en altas cantidades en el retículo 

sarcoplásmico de fibras de musculo esquelético de diferentes animales 

(Wuytack et al, 2002). 

SERCA2 parece ser filogenéticamente la más antigua, también expresa 

dos isoformas SERCA2a de 997 aminoácidos y SERCA2b de 1042 

aminoácidos. SERCA2a es la principal isoforma de la bomba de Ca2+ en el 

retículo sarcoplásmico de músculo cardiaco y de fibras musculares, en cambio 

SERCA2b se ha considerado como una isoforma “house-keeping” (Wuytack et 

al, 2002). En vertebrados, la isoforma SERCA2b contiene un segmento 

hidrofóbico con la inclinación de formar un segmento transmembrana adicional 

(Wuytack et al, 2002). La forma SERCA2b interactúa con calreticulina o 

calnexina para adquirir su propiedad funcional típica (Wuytack et al, 2002). La 

interacción de calreticulina con SERCA2b ocurre en la presencia de Ca2+ 

luminal mientras que con calnexina la interacción parece ser además 

dependiente de la fosforilación del residuo de serina en la posición 562 (Ser562) 

(Wuytack et al, 2002). 
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Entre los vertebrados la bomba SERCA3 es la de más reciente 

descubrimiento y a la fecha se han descrito cinco diferentes variantes en 

humano (Wuytack et al, 2002). 

 

3.6.2.3 ATPasas de calcio de las vías secretoras (SPCA) 

Estas ATPasas se localizan en el aparato de Golgi y en levaduras se 

conocen como PMR. La primera ATPasa de calcio reportada como asociada al 

aparato de Golgi fue la PMR1 de Saccharomyces cerevisiae (Rudolph et al, 

1989). Posteriormente se han encontrado homólogos de esta proteína en 

diferentes organismos. En el humano esta proteína se conoce como ATPasa 

de calcio de vías secretoras (SPCA) (Benaim, 2004; Mitchell et al, 2004). Se 

sabe que esta ATPasa transporta calcio y manganeso, los cuales se utilizan 

para llevar a cabo procesos de transporte intra-Golgi, transporte entre Golgi y 

retículo endoplásmico y para la fusión de endosomas (Vanoevelen et al, 2005). 

 

3.6.3 Intercambiadores de calcio  

Entre las diferentes vías que median el movimiento de Ca2+, el 

intercambiador Na+/Ca2+ se ha convertido en el mecanismo predominante para 

el flujo de Ca2+ a través de la membrana plasmática, particularmente cuando 

los niveles generales de Ca2+ son altos (Lytton, 2007). Estos intercambiadores 

transportan iones con alta capacidad, pero baja afinidad y pueden rápidamente 

expulsar iones calcio de la célula, en comparación con las PMCA que presentan 

alta afinidad, pero baja capacidad de transporte (Sharma & O'Halloran, 2014).  

Los intercambiadores de Na+/Ca2+ de mamíferos son miembros de tres ramas 

de una larga familia de proteínas de transporte (Superfamilia CaCA (antiporter 

catión/Ca2+) (Figura 6), cuya función principal es proporcionar control del flujo 

de Ca2+ a través de la membrana plasmática o compartimentos intracelulares 

(Lytton, 2007). Esta superfamilia es dividida en cinco familias nombradas por 

miembros representativos caracterizados: 1) YRBG, comprende en gran parte 

miembros bacterianos; 2) intercambiadores anión/Ca2+ (CAX) que se 

encuentran principalmente en plantas y levaduras; 3) intercambiadores 



 

27 
 

sodio/calcio (NCX); 4) intercambiadores sodio/calcio+potasio (NCKX). NCX Y 

NCKX están compuestos exclusivamente por miembros presentes en 

vertebrados; y 5) intercambiadores catión/Ca2+ (CCX), familia que contiene al 

intercambiador Na+ o Li+/Ca2+ (NCLX) de humano, previamente llamado 

NCKX6 (Lytton, 2007; Sharma & O'Halloran, 2014). 

Las ramas YRBG y CAX probablemente catalizan el intercambio 

H+/Ca2+; NCX y NCKX catalizan el intercambio Na+/Ca2+ y Na+/Ca2++K+, 

respectivamente; y la familia CCX se ha demostrado catalizar ambos 

intercambios Na+/Ca2+ y Li+/Ca2+ (Lytton, 2007). En mamíferos existen tres 

genes NCX, cinco NCKX y uno NCLX (Sharma & O'Halloran, 2014). Bajo 

condiciones fisiológicas, los intercambiadores NCX utilizan la energía 

almacenada en los gradientes transmembranales de sodio para permitir el flujo 

de iones sodio y la expulsión de un ion calcio (Sharma & O'Halloran, 2014). La 

bomba realiza el intercambio de los iones en una relación de 1:3 (una molécula 

de calcio por tres moléculas de sodio) (On et al, 2008). Los intercambiadores 

NCKX, al igual que las NCX se localizan en membrana plasmática, expulsan 

una molécula de calcio y una de potasio por cada cuatro moléculas de sodio 

que entran (Kang et al, 2005).  
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Figura 6. Filogenia de la superfamilia antiporter catión/calcio (CaCA). 

Árbol filogenético de 147 miembros de la superfamilia de CaCA (Lytton, 

2007). 

 

3.6.3.1 Topología y estructura  

 Los intercambiadores de calcio tienen una topología general de 10 

dominios transmembranales; en los dominios transmembranales 2-3 y 7-8 

existen dos dominios conocidos como alfa repetidos (α1 y α2), dentro de los 

cuales se localizan los residuos esenciales para la unión y el transporte de los 

iones (Sharma & O'Halloran, 2014). En NCX1, los sitios de unión a calcio 

extracelular son E113 y D814; los sitios de unión intracelular de sodio son S109, 

S110, N143, S811, S838 y N842; y los sitios de unión extracelular de sodio son 
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S139 y T810 (Sharma & O'Halloran, 2014). Entre las regiones 

transmembranales 5 y 6, NCX1 tiene un asa intracelular larga que contiene dos 

dominios (CBD1 y CBD2) que unen iones calcio o sodio y son requeridos como 

sensores de los iones intracelulares, la unión de iones calcio activa al 

intercambiador, mientras que la unión de iones sodio promueve la inactivación 

(Brini & Carafoli, 2011). CBD1 es el sensor primario que detecta bajos 

incrementos de calcio citosólico, sometiéndose a cambios estructurales que 

activan el intercambiador (Brini & Carafoli, 2011). CBD2 sufre moderados 

cambios estructurales y se une a calcio solo en concentraciones elevadas (Brini 

& Carafoli, 2011). El funcionamiento del intercambiador es completamente 

reversible, y la dirección del movimiento de los iones transportados depende 

totalmente de los gradientes electroquímicos de sodio y calcio y en el número 

de iones que se unen y son transportados (Brini & Carafoli, 2011; Sharma & 

O'Halloran, 2014). Esta asa también contiene un dominio denominado péptido 

inhibidor de intercambiador (XIP) que tiene la propiedad de inactivar el 

transporte de sodio (Sharma & O'Halloran, 2014).  

No se tiene aún una estructura de cristal para la proteína completa de 

estos intercambiadores en eucariontes, sin embargo, recientemente se propuso 

la estructura cristalina para el “antiporter” de calcio en levadura (Vcx1), el cual 

pertenece a la familia de transportadores calcio/protón (Sharma & O'Halloran, 

2014). En hongos y plantas se han encontrado intercambiadores CCX que 

tienen propiedades estructurales y fisiológicas similares a los intercambiadores 

NCX (Sharma & O'Halloran, 2014). 

 

3.6.3.2 Inhibidores 

Derivados de benzyloxyfenilos (KB-R7943, SEA0400 Y SN-6) son 

considerados inhibidores selectivos de NCX (Flores-Soto et al, 2012; Iwamoto, 

2004; Iwamoto et al, 2004). Cationes divalentes y trivalentes (Ni2+, Cd2+ y La3+) 

y compuestos orgánicos como bepridil y 3´,4´diclorobenzamida, pueden actuar 

como inhibidores de NCX, sin embargo, son poco específicos ya que bloquean 

otros transportadores de iones y canales (Iwamoto, 2004). En 1996, el 
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compuesto KB-R7943 fue desarrollado como inhibidor selectivo de NCX, sin 

embargo, se ha reportado que posee acciones no específicas sobre canales 

iónicos, receptores de acetilcolina nicotínicos neuronales, el receptor N-metil-

D-aspartato y el transportador norepinefrina (Iwamoto, 2004). Por otra parte, el 

compuesto SN-6 muestra una potencia de inhibición similar a KB-R7943, pero 

es más específico para NCX1 (Iwamoto, 2004). 

En 2001 se describió que el compuesto SEA0400 es un inhibidor más 

potente y selectivo de NCX (Matsuda et al, 2001). SEA0400 es altamente 

específico para NCX debido a que no inhibe otros receptores, canales o 

transportadores (Iwamoto, 2004; Matsuda et al, 2001). El dominio de 

interacción de cada derivado benzyloxyfenilo difiere entre isoforma. Para KB-

R7943 la región α-2 es la responsable de la respuesta de la droga entre NCX1 

y NCX3 (Iwamoto, 2004). La diferencia en la respuesta a SEA0400 y SN-6 está 

en la región de la primera asa intracelular y quinta transmembranal (y parte de 

la región XIP) (Iwamoto, 2004; Iwamoto et al, 2004). Por medio de mutagénesis 

dirigida se conoce que los inhibidores poseen determinantes moleculares para 

la interacción con NCX (Iwamoto, 2004; Iwamoto et al, 2004).  Los residuos F-

213 y V-227/Y-228 son determinantes específicos para la inhibición por 

SEA0400 y SN-6 (Iwamoto, 2004).  

 

3.7 Transporte de calcio en protozoarios parásitos 

El Ca2+ también es fundamental en procesos de señalización en 

parásitos protozoarios, como E. histolytica, Trypanosoma cruzi, Trypanosoma 

brucei, Leishmania sp, Plasmodium sp, Toxoplasma gondii, Cryptosporidum 

parvum, Giardia lamblia y Trichomonas vaginalis. Por ejemplo, se sabe que el 

calcio controla un número importante de eventos en parásitos apicomplexa 

incluyendo motilidad, secreción y diferenciación (Moreno & Docampo, 2003). 

La homeostasis de calcio en parásitos protozoarios es mediada por varios 

organelos, como el retículo endoplásmico, mitocondrias y acidocalcisomas que 

secuestran calcio intracelular. Sin embargo, se conoce muy poco sobre los 
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sistemas que controlan la homeostasis o regulan la señalización del calcio en 

estos microorganismos.  

El análisis de los genomas de los apicomplexa Plasmodium spp, 

Cryptosporidum spp y Toxoplasma gondii (Nagamune et al, 2008) reveló la 

presencia de varias ATPasas de calcio, incluyendo una sola ATPasa de tipo 

SERCA que se ha propuesto como el blanco del fármaco artemisina (Eckstein-

Ludwig et al, 2003; Nagamune et al, 2007), varias ATPasas similares a SPCA 

y un solo intercambiador del tipo CAX.  Además, T. gondii mostró la presencia 

de canales de calcio dependientes de voltaje, un homólogo de calmodulina y 

una ATPasa de membrana plasmática del tipo PMCA (TgA1) (Nagamune et al, 

2008). También, en C. parvum se caracterizó una ATPasa de calcio similar a 

una ATPasa de P. falciparum (PfATPase4) (Zhu & Keithly, 1997). El 

intercambiador tipo CAX de P. falciparum se localiza en la membrana interna 

de la mitocondria, donde se sugiere participa en el transporte de calcio de este 

organelo al citosol (Rotmann et al, 2010). Por otra parte, el intercambiador CAX 

de P. berghei se expresa solamente en las etapas sexuales del desarrollo 

(preferencialmente en el gameto femenino) y el “knockout” del gen es letal en 

el desarrollo de oocinetos (Guttery et al, 2013). 

Por otra parte, en los trypanosomatidos se han identificado diferentes 

proteínas involucradas en el transporte de calcio, incluyendo canales de calcio 

tipo VGCC y TRP, ATPasas de calcio tipo PMCA y SERCA, un receptor a IP3 

localizado en acidocalcisomas y un intercambiador tipo CAX (Ramakrishnan & 

Docampo, 2018). En Trypanosoma brucei el intercamibiador tipo CAX se 

sugiere que participa en la liberación de calcio debido a un incremento de sodio 

mediado por un intercambiador de Na+/H+ (Vercesi & Docampo, 1996). 

En Trichomonalas vaginalis se identificaron cuatro ATPasas de calcio, 

una de las cuales corresponde al tipo de SERCA (Meade et al, 1997; Shah et 

al, 2002), mientras que en Giardia lamblia se detectó un compartimento de 

almacenaje de calcio sensible a tapsigargina, sugiriendo la presencia de una 

ATPasa de calcio del tipo SERCA (Reiner et al, 2003).   
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4 ANTECEDENTES PARTICULARES 

4.1 Importancia del calcio en Entamoeba sp.  

El flujo del ion calcio está involucrado tanto en la patogénesis como en 

el desarrollo de Entamoeba sp. Cuando E. histolytica inicia el proceso 

citopatogénico, los trofozoítos se adhieren a la célula blanco a través de 

diversas adhesinas, y se ha visto que este evento se inhibe por bloqueadores 

de canales de calcio, como bepridil y verapamil (Ravdin et al, 1982).  Por otra 

parte, el calcio induce la exocitosis de vesículas ácidas, las cuales pueden 

contener cisteína proteasas, enzimas involucradas en el proceso 

citopatogénico de la amiba (Ravdin et al, 1988b).  Además, se ha reportado que 

antagonistas de calcio, bloqueadores de canales de calcio e inhibidores de 

calmodulina inhiben el crecimiento de E. histolytica y el crecimiento y 

enquistamiento de E. Invadens, un parasito de reptiles que se usa como modelo 

de enquistamiento de Entamoeba sp. (Makioka et al, 2001).  

La liberación del calcio de depósitos intracelulares presentes en los 

trofozoítos es promovida por el inositol 3-fosafato (IP3) y el inositol 4-fosfato 

(IP4), lo que sugiere que en la amiba existen estructuras que funcionan como 

depósitos del ion calcio y que muy probablemente correspondan al retículo 

endoplásmico (Raha et al, 1994; Raha et al, 1995). Por otra parte, la liberación 

de calcio provoca la activación de diversas cinasas y proteínas unidoras de 

calcio (CaBPs) en este parásito. A la fecha, se han descrito dos isoformas de 

estas últimas: EhCaBP1 y EhCaBP2 (Jain et al, 2008). EhCaBP1 se une 

directamente a actina, y la sobreexpresión de una mutante de EhCaBP1 con 

menor afinidad a calcio tiene como resultado una baja proliferación de la amiba, 

una eritrofagocitosis deficiente y una baja activación de cinasas endógenas que 

pueden estar involucradas en procesos de señalización implicados en la 

formación del fagosoma (Jain et al, 2008; Sahoo et al, 2004). EhCaBP2 es una 

proteína monomérica de 15 kDa, que al igual que EhCaBP1, presenta cuatro 

dominios de unión a calcio (EF-hand) y está involucrada en la vía de 

transducción de señales de calcio (Chakrabarty et al, 2004). Las dos isoformas 
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son funcionalmente diferentes, y se unen a conjuntos de proteínas diferentes 

de manera dependiente de calcio (Chakrabarty et al, 2004).  

El calcio también se encuentra involucrado en la regulación 

transcripcional de E. histolytica. URE3-BP es un factor de transcripción que 

modula la expresión genética de al menos un factor de virulencia, la subunidad 

pesada de la lectina Gal/GalNAc 5 (hgl5) (Gilchrist et al, 2003). Este factor se 

une al motivo URE3 (upstream regulatory element 3) presente en el promotor 

del gen y esta unión es regulada por la unión a calcio. En ensayos in vitro, la 

adición de calcio inhibe la unión de URE3-BP a la secuencia URE3, y por tanto 

modifica la expresión de la lectina Gal/GalNac y posiblemente de otros factores 

de virulencia (Gilchrist et al, 2003). 

A pesar de la importancia de calcio en diversos procesos celulares de E. 

histolytica, poco se sabe acerca de los eventos y moléculas que participan en 

la regulación de los niveles intracelulares de este ion. 

 

4.2 Canales iónicos en E. histolytica 

Hasta el momento no se han identificado canales de calcio en E. 

histolytica, sólo se ha reportado la secuencia de dos canales iónicos, 

correspondientes a canales de cloro (EhClC-A y EhClC-B) (Salas-Casas et al, 

2006). Análisis filogenéticos muestran que estos canales codificados por la 

amiba pertenecen a la familia de canales de cloro de membrana plasmática, lo 

cual fue confirmado para EhClC-A mediante el uso de anticuerpos específicos, 

los cuales localizaron al canal en la membrana plasmática de la amiba (Salas-

Casas et al, 2006). Mediante ensayos electrofisiológicos en ovocitos de 

Xenopus laevis que expresaban el canal de cloro EhClC-A se mostró que este 

tiene especificidad por el ion cloro y que está implicado en la regulación del pH 

y el volumen celular (Salas-Casas et al, 2006).  

 

4.3 ATPAsas de calcio en E. histolytica 

Como se mencionó anteriormente, hasta el momento no se ha 

identificado en este parásito ningún canal de calcio, pero si se ha mostrado la 
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presencia de ATPasas de calcio (Ca2+-ATPasas). Una de estas bombas 

corresponde a una proteína de 1086 aminoácidos relacionada con las ATPasas 

de calcio del tipo PMCA de Trypanosoma cruzi y Dictyostelium discoideum 

(Ghosh et al, 2000). Cuando esta PMCA se expresó fusionada a un repetido de 

quitinasa en el extremo C-terminal, se encontró que ésta se localizaba en 

vacuolas cercanas a la periferia de la amiba y no en la membrana plasmática, 

como era de esperarse (Ghosh et al, 2000).   

En nuestro grupo de trabajo, mediante un análisis in silico se identificaron 

ocho secuencias génicas que podrían codificar para ATPasas de calcio en E. 

histolytica (Martinez-Higuera et al, 2013). De estas posibles ATPasas de calcio 

solo cinco, incluyendo la reportada por Ghosh et al (Ghosh et al, 2000), 

contienen todas las características de una Ca2+-ATPasa típica: 10 dominios 

transmembranales, un dominio N-terminal que une al nucleótido ATP, el 

dominio E1-E2 que une al calcio, el dominio de hidrolasa que se encarga de la 

hidrólisis del ATP y un dominio C-terminal que podría tener función reguladora 

(Wuytack et al, 2002). Experimentos de RT-PCR mostraron que las cinco 

ATPasas de calcio putativas se expresan en los trofozoítos de E. histolytica 

(Martinez-Higuera et al, 2013), sugiriendo que todas ellas podrían participar en 

la regulación de la concentración intracelular de calcio en este parásito.  

Mediante análisis filogenéticos se encontró que tres de estas secuencias 

se agrupan con ATPasas de calcio de membrana plasmática (PMCA), una con 

la ATPasa de calcio de retículo endoplásmico (SERCA) y una última con las 

ATPasas de calcio de Golgi (PMR1/SPCA) (Martinez-Higuera et al, 2013). 

La probable ATPasa del tipo SERCA, contiene en su extremo C-terminal 

una secuencia HDDL similar al motivo de retención al retículo endoplásmico de 

Saccharomyces cerevisiae (HDEL), difiriendo en un residuo de glutamato por 

aspartato (Martinez-Higuera et al, 2013). La incubación de trofozoítos con un 

bloqueador específico de SERCA, tapsigargina, causó una disminución en sus 

propiedades de virulencia in vitro (adhesión, efecto citopático y fagocitosis), 

denotando que la amiba cuenta con un retículo endoplásmico funcional que 
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contiene una proteína homóloga a la ATPasa del tipo SERCA (EhSERCA) 

(Martinez-Higuera et al, 2013).  

Para iniciar la caracterización de EhSERCA, se inmunizaron ratones con 

un péptido sintético correspondiente a una secuencia específica de dicha 

proteína para obtener anticuerpos contra ella (anti-EhSERCA). En ensayos de 

Western blot los anticuerpos reconocieron una sola banda de aproximadamente 

115 kDa en extractos totales de trofozoítos de E. histolytica (Martinez-Higuera 

et al, 2013). Ensayos de inmunolocalización mediante fluorescencia indirecta 

detectaron a la proteína en una red citoplásmica continua, semejante a la 

estructura reportada como el retículo endoplásmico de E. histolytica (Martinez-

Higuera et al, 2013). Además, estos ensayos de microscopía confocal y otros 

de microscopía electrónica mostraron que EhSERCA colocaliza con 

calreticulina, proteína situada principalmente en el retículo endoplásmico 

(Martinez-Higuera et al, 2013). Estos resultados sugieren fuertemente que la 

proteína identificada corresponde a la ATPasa de calcio del tipo SERCA.  

Utilizando el anticuerpo contra EhSERCA también se identificó la 

ATPasa de retículo endoplásmico de E. invadens (EiSERCA) y se encontró que 

su bloqueo por tapsigargina inhibe el enquistamiento, sugiriendo que el flujo de 

calcio mediado por SERCA juega un papel importante en la diferenciación del 

género Entamoeba (Martinez-Higuera et al, 2015). 

 

4.4 Identificación de un posible intercambiador sodio/calcio en E. 

histolytica (EhCCX) 

Debido a la falta de información acerca de proteínas que ayudan a 

regular las concentraciones de calcio en E. histolytica, durante el trabajo de 

Tesis de Maestría se realizó un análisis in silico en la base de datos del genoma 

de este parásito con el fin identificar un posible intercambiador de calcio (Valle-

Solis, 2013). En ese trabajo encontramos una secuencia, con numero de 

acceso XP_649624.2, que pudiera corresponder a un intercambiador (Valle-

Solis, 2013). El análisis filogenético de esta proteína mostró que este posible 

intercambiador se agrupa dentro del tipo sodio/calcio (NCX), encontrando una 
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cercanía filogenética con intercambiadores de calcio de Arabidopsis thaliana, 

Anopheles gambie, Mus musculus, Oryctolagus cuniculus, Xenopus laevis y 

Homo sapiens (Valle-Solis, 2013). Además, mediante el programa SMART se 

detectaron los dominios funcionales de transporte de calcio y sodio (NCX). 

Mediante un alineamiento múltiple con los que presenta fuerte relación 

filogenética se encontró que el posible intercambiador amibiano presenta los 

dos α-dominios que se encuentran conservados en toda la familia de 

intercambiadores con un alto valor de similitud. Mediante ensayos de RT-PCR 

se demostró la expresión del gen en los trofozoítos (Valle-Solis, 2013). Todos 

estos resultados sugieren la presencia de un intercambiador de calcio en E. 

histolytica, por lo tanto, caracterizar este posible intercambiador nos podría 

ayudar a conocer más acerca de cómo se regulan las concentraciones de calcio 

en este microorganismo parásito, evento que se ha visto tiene un papel 

importante en el desarrollo, la diferenciación y el proceso patogénico de 

Entamoeba sp. 
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5 JUSTIFICACIÓN 

En E. histolytica el ion calcio tiene un papel importante en el proceso 

patogénico, en la regulación transcripcional de este parásito, además de 

regular el enquistamiento en E. invadens.  

      A pesar de esto, se conoce poco acerca de las proteínas encargadas de 

regular el flujo de calcio después de un proceso de señalización. En otros 

organismos los intercambiadores de calcio participan n la restauración de los 

niveles de calcio después de una señal. Así, la caracterización funcional del 

posible intercambiador sodio/calcio en amibas ayudaría a dilucidar el 

mecanismo de regulación de las concentraciones intracelulares de calcio y su 

posible participación en algunos eventos celulares, como la respuesta a 

diferentes condiciones de estrés, así como en la virulencia de este patógeno.   

 

6 HIPÓTESIS  

E. histolytica presenta un intercambiador sodio/calcio que está 

involucrado en la regulación de la concentración intracelular del ion calcio y 

por lo tanto, en procesos de señalización inducidas por este ion, como la 

muerte celular programada y la virulencia in vitro. 
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7 OBJETIVO GENERAL  

Caracterizar funcionalmente el intercambiador de calcio de E. histolytica 

y analizar su participación en la muerte celular programada y en la virulencia 

in vitro. 

 

8 OBJETIVOS PARTICULARES  

1. Analizar in silico la proteína del intercambiador de calcio de E. histolytica. 

2. Localizar subcelularmente el intercambiador en los trofozoítos. 

3. Comparar la expresión y localización del intercambiador en trofozoítos de E. 

histolytica y de E. dispar. 

4. Examinar la expresión y localización del intercambiador durante el estrés 

oxidativo y térmico. 

5. Analizar la localización y expresión del intercambiador durante la 

eritrofagocitosis. 

6. Confirmar el papel del intercambiador en la regulación de las concentraciones 

intracelulares de calcio.  

7. Evaluar el papel de la sobreexpresión del intercambiador en la muerte celular 

programada y en la virulencia in vitro de los trofozoítos de E. histolytica. 
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9 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL  
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10 MATERIALES Y MÉTODOS  

 

10.1 Cultivo de E. histolytica y E. dispar 

Trofozoítos de E. histolytica de la clona A (cepa HM1-IMSS) (Orozco et 

al, 1983) se cultivaron a 37 oC en medio axénico TYI-S-33 (Diamond et al, 

1978), mientras que los trofozoítos de E. dispar (strain SAW 760) se cultivaron 

axénicamente en medio YI-S (Diamond et al, 1995). El medio fue suplementado 

con 15% de suero bovino inactivado por calentamiento a 56 ºC durante 30 min, 

3 % de mezcla de vitaminas de Diamond (KC Biológica, USA), 40 UI de 

penicilina (AMSA Laboratorios) y 57 µg/ml de estreptomicina (PISA). Los 

parásitos se colectaron en la fase logarítmica de crecimiento por incubación en 

baño de hielo durante 5 a 10 min, se centrifugaron a 800 x g durante 10 min a 

4 ºC para obtener el paquete celular, y los parásitos se lavaron dos veces con 

amortiguador salino de fosfatos (PBS).  

 

10.2 Identificación y caracterización in silico de un intercambiador 

catión/calcio de E. histolytica  

El intercambiador putativo se caracterizó in silico usando programas 

disponibles en el portal Expasy Bioinformatics Resource (http://expasy.org) y 

en la página de NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). El intercambiador fue 

comparado con intercambiadores de otros organismos por ClustalW y el 

análisis filogenético se realizó usando el algoritmo de Unweighted Pair Group 

Method with Aritmetic Mean (UPGMA) en el software MEGA 5 (Tamura et al, 

2011). Para validar el dendograma se realizó un “Bootstrapping” de 1000 

réplicas.  

 

10.3 Modelaje molecular 

La secuencia de aminoácidos del intercambiador amibiano se analizó 

mediante el servidor I-tasser (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-

TASSER/) para predecir su estructura terciaria. La orientación en la membrana 

se obtuvo a través de la base de datos OPM (Orientations of Proteins in 

http://expasy.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
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Membranes) (http://opm.phar.umich.edu/). La estructura tridimensional se 

comparó con el cristal de la proteína NCX de Methanococcus jannaschii, 

obtenido 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/).  

 

10.4 Diseño del péptido antigénico 

Para la obtención de péptidos antigénicos para el intercambiador, la 

proteína codificada para la secuencia EHI_001770 se analizó mediante los 

programas ABCpred (http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/) y Protein 

Hidrophobicity plots 

(http://www.vivo.colostate.edu/molkit/hydropathy/index.html), los cuales 

predicen péptidos con poder inmunogénico en base a las escalas de Kyte-

Doolittle y Hopp-Woods. Para producir anticuerpos altamente específicos, los 

péptidos con alto “score” fueron analizados mediante BLAST en la base de 

datos de Amoeba Genomics Resource (http://amoebaDb.org/amoeba/). El 

péptido seleccionado para la producción de anticuerpos fue sintetizado por la 

casa comercial GL-Biochem acoplándole una molécula de KLH (Keyhole limpet 

Hemocyanin) para incrementar su inmunogenicidad.  

 

10.5 Inmunización 

En la inmunización se utilizaron 100 μg del péptido sintético en 

combinación con el adyuvante TiterMax Classic adjuvant (1:1) (Sigma). Las 

mezclas se inocularon tres veces, en intervalos de dos semanas, vía 

subcutánea e intramuscular, en ratas Wistar. Una semana posterior a la última 

inmunización, se extrajo la sangre de las ratas, se obtuvo el suero y se 

determinó el título de anticuerpos contra el péptido (anti EhCCX) mediante 

ensayos de Western blot. 

 

 

 

http://opm.phar.umich.edu/
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/
http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/
http://www.vivo.colostate.edu/molkit/hydropathy/index.html
http://amoebadb.org/amoeba/
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10.6 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, 

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). 

 

10.7 Extracción de proteínas totales 

Para la obtención de las proteínas de los trofozoítos, 3 x 106 células se 

cosecharon enfriando en hielo de 5 a 10 min, los trofozoítos se lavaron dos 

veces con PBS y se centrifugaron a 201 x g  durante 5 min a 4 °C. 

Posteriormente, se agregaron 120 µl del amortiguador RIPA 1X (20 mM Tris-

HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1mM EGTA, 0.1% NP-40 1% desoxicolato de sodio), 

más una mezcla de inhibidores de proteasas (3 mM TLCK, 3mM IA, 3 mM NEM, 

1 mM PMSF). La lisis celular se llevó a cabo realizando pases consecutivos de 

congelación en nitrógeno líquido y descongelación con agitación en vórtex a 

temperatura ambiente. Los extractos amibianos se almacenaron en alícuotas a 

-80º C hasta su uso. 

 

10.8 Cuantificación de proteínas 

 La cuantificación de proteínas se realizó por el método DC Protein 

Assay (BIO-RAD). Para ello, primero se preparó una curva estándar con 

albumina de suero bovino (BSA) colocando de 1 a 10 μl de una solución con 

concentración de 1mg/ml, así como la cantidad suficiente de agua para 

alcanzar un volumen total de 5 µl. Entonces, se agregaron 25 µl de reactivo A 
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en cada pozo, posteriormente 200 µl de reactivo B y se incubó durante 15 min 

a temperatura ambiente. Posteriormente, la absorbancia a 750 nm de cada 

muestra se midió en un lector de ensayos de ELISA (Tecan Sunrise). Como 

blanco se utilizó una mezcla de 5 µl de agua miliQ/desionizada, 25 µl de reactivo 

A y 200 µl de reactivo B. Con la lectura obtenida se realizó una curva estándar, 

graficando la concentración de BSA en el eje de las X y la absorbancia obtenida 

en el eje de las Y. Para determinar la concentración de proteína problema, en 

las mezclas de reacción se colocó 1 µl de la muestra y la absorbancia obtenida 

se interpoló en la curva estándar.  

 

10.9 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

La separación de proteínas por electroforesis se realizó en geles de 

poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes. Para ello, el gel 

separador se preparó con los siguientes reactivos: acrilamida 10%, Bis-

acrilamida 0.9%, Tris-HCl 1.5 M (pH 8.8), SDS al 0.1%. PSA (persulfato de 

amonio) 0.1% y 0.15% de TEMED; mientras que el gel concentrador se preparó 

con acrilamida 29%, Bis-acrilamida 0.9%, Tris-HCl 0.5 M (pH 6.8), SDS al 0.1%, 

PSA 0.1% y 0.15% de TEMED; como amortiguador de corrida se utilizó una 

solución de Tris 0.25 M y glicina 1.9 M y 0.1% de SDS.  La electroforesis se 

llevó a cabo manteniendo un voltaje constante de 110 V (25 miliamperios) por 

60 min. Después de la separación de las proteínas en los geles de 

poliacrilamida, éstos se tiñeron durante 20 min con azul de Coomassie al 0.05% 

en metanol al 50% y ácido acético al 10% a temperatura ambiente y en 

agitación. Para desteñir los geles, éstos se incubaron en una solución de 

metanol al 5% y ácido acético al 7% en agitación, hasta que las bandas de 

proteínas aparecieron en color azul sobre un fondo transparente. 

 

10.10 Western Blot 

Después de la separación electroforética, las proteínas se transfirieron a 

membranas de nitrocelulosa. El gel y la membrana de nitrocelulosa con un poro 

de 0.45 m (Millipore) se equilibraron por 40 min en la solución amortiguadora 
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de transferencia (Tris-HCl 48 mM; glicina 39 mM pH 8.3 y metanol al 20 %). 

Enseguida, se realizó un emparedado de la siguiente manera: primero se 

colocó la unidad de transferencia (BioRad) en una bandeja con la solución 

amortiguadora, después se colocó un cojinete de fibra “Scotch Brite” y después 

dos capas de papel filtro previamente humedecidos en la solución 

amortiguadora, sobre el papel filtro se colocó el gel hacia al cátodo y sobre éste 

el papel de nitrocelulosa hacia el ánodo. Posteriormente, se colocó otro pedazo 

de papel filtro, y encima otro cojinete de fibra. Por último, la unidad se cerró y 

se colocó en la cámara de transferencia (BioRad), la cual contenía la solución 

amortiguadora de transferencia. La transferencia se realizó a 100 V durante 2 

h, la corriente inicial fue de 0.2 mA y se incrementó lentamente hasta 0.7 mA. 

Cuando la transferencia terminó, el gel tiñó con azul de Coomassie para 

verificar la eficiencia de la transferencia, mientras que la membrana de 

nitrocelulosa se incubó en agitación durante toda la noche a 4 C con PBS-

Tween 20 al 0.5 % (Sigma) con leche descremada al 3 % (BioRad) (PBS-

Tween-leche), para bloquear las uniones inespecíficas. Después, las 

membranas se incubaron a 4 C en agitación durante toda la noche con el 

primer anticuerpo (policlonal anti-EhCCX) diluido 1:3000 en PBS-Tween-leche. 

Posteriormente, el exceso de anticuerpo se eliminó lavando la membrana de 3 

a 4 veces con PBS-Tween por 5 min a temperatura ambiente. Después, la 

membrana de nitrocelulosa se incubó por 4 h a temperatura ambiente con el 

segundo anticuerpo (anti-IgG de rata acoplado a peroxidasa) (Zymed) en una 

dilución de 1:12000 en PBS-Tween-leche. Las membranas se lavaron por 5 min 

a temperatura ambiente, dos veces con solución amortiguadora de fosfatos 20 

mM pH 7.4, NaCl 150 mM y por último se lavó con solución amortiguadora de 

fosfatos 50 mM. Finalmente, las membranas se lavaron y revelaron por 

quimioluminiscencia (ECL Plus, Amersham), de acuerdo con el protocolo del 

fabricante. 

Para comparar el nivel de expresión del intercambiador en E. histolytica 

(EhCCX) con el de E. dispar (EdCCX) o para analizar los niveles de expresión 

de EhCCX en trofozoítos sometidos a diferentes condiciones (en presencia de 
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1 mM de H2O2, sometidos a 42 °C, o durante la eritrofagocitosis) se realizaron 

ensayos de western blot usando el anticuerpo anti EhCCX como se describió 

anteriormente. Posteriormente, las membranas se incubaron con un anticuerpo 

contra actina (1:20,000) (amablemente donado por el Dr. José Manuel 

Hernández-Hernández, CINVESTAV-IPN), el cual se usó como un control 

interno de carga. La banda detectada por el anticuerpo anti EhCCX se analizó 

por densitometría y los datos se normalizaron con respecto al contenido de 

actina, de acuerdo con la reactividad del anticuerpo contra esta proteína. Para 

el análisis semi-cuantitativo, la expresión relativa de EhCCX en los trofozoítos 

obtenidos en la condición basal se tomó arbitrariamente como 1. 

 

10.11 Microscopía de inmunofluorescencia  

Las amibas se desprendieron de las cajas de cultivo por enfriamiento en 

hielo y se vertieron a cajas de seis pozos (2 ml/pozo) (Costar) a las cuales 

previamente se les colocó un cubreobjetos estéril. Las células se incubaron por 

1 h a 37°C para permitir la adherencia de las amibas al cubreobjetos. Las 

muestras se fijaron con paraformaldehido al 4% incubando a 37°C por 40 min 

y se lavaron con PBS (pH 7.4). Posteriormente, las células se permeabilizaron 

con PBS-Triton X-100 al 0.5%, incubando a 37°C por 40 min y se lavaron dos 

veces con PBS (pH 7.4). Los sitios de unión inespecíficos se bloquearon con 

albúmina al 1% durante 1 h a 37°C. Después, se agregó el anticuerpo primario 

toda la noche a 4° C. Posteriormente se lavó con PBS hasta eliminar el exceso 

de anticuerpo primario y se agregó el anticuerpo secundario anti-IgG de rata 

conjugado con Alexa 555 (ZYMED) (1:400) por 1 h a 37°C. Nuevamente se lavó 

hasta eliminar el exceso de anticuerpo secundario. Para la tinción de núcleos, 

las muestras se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente con 10 μl de 

4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Sigma). El montaje de las muestras se realizó 

utilizando 7 μl del medio de montaje para fluorescencia VECTASHIELD 

(VECTOR Laboratories, Inc. H-1000). Finalmente, las muestras fueron 

examinadas en un microscopio de epifluorescencia (Olympus Latin America Inc 

BX41) y en un microscopio confocal (Carl Zeiss LSM700). Las observaciones 
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se realizaron en aproximadamente 20 cortes ópticos desde la parte superior 

hasta la parte inferior de las muestras. 

Para los ensayos de inmunocolocalización durante la fagocitosis, los 

trofozoítos se incubaron por 5, 10, 15 y 30 min a 37° C con eritrocitos humanos 

(1:25) de un donador sano. Posteriormente se realizó la inmunolocalización 

como se describió anteriormente. 

Para los ensayos de co-localización, después de incubar con el 

anticuerpo anti EhCCX, las muestras se incubaron con anticuerpos de conejo 

contra EhSERCA (1:50) (Martinez-Higuera et al, 2013), EhRabB (1:25) 

(Rodriguez et al, 2000), EhNPC-1 (1:100) (Bolanos et al, 2016); o con 

anticuerpos de ratón contra la lectina Gal/GalNac (1:50) (Petri et al, 1987). 

Subsecuentemente, las muestras se incubaron con anticuerpos secundarios 

contra IgGs de rata conjugados con Alexa 555, anti IgGs de conejo marcados 

con Alexa 488, o anti igGs de ratón conjugados con FITC (Zymed 1:100). Para 

la detección del aparato de Golgi, los trofozoítos se incubaron con 5 µM de NBD 

C6- Ceramida (Thermo Fisher Scientific) durante 90 min a 37 °C. Entonces, las 

muestras se analizaron por microscopía confocal como se describió 

anteriormente. Posteriormente, se obtuvieron los coeficientes de co-

localizacíon de Pearson de al menos 15 imágenes independientes (secciones 

de 0.5 µm) usando el software ImageJ 1.45v con el complemento JACoP. 

 

10.12 Microscopia electrónica de transmisión (MET) 

Para los experimentos de inmunomarcaje con oro coloidal, los trofozoitos 

fueron fijados con paraformaldehído al 4% y glutaraldehído al 0.5% en PBS 

durante 1 h a TA. Entonces, las muestras fueron embebidas en resina LR White 

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

Posteriormente, cortes de 60 nm se montaron en rejillas de níquel y 

posteriormente se incubaron toda la noche con anticuerpos específicos α-

EhCCX (1:20), después se incubaron con su respectivo anticuerpo secundario 

(1:60) acoplado a partículas de oro de 20 nm. Posteriormente, los cortes fueron 
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contrastados con acetato de uranilo y citrato de plomo y se observaron con el 

microscopio de transmisión Joel JEM-1011.  

 

10.13 Aislamiento de DNA genómico de trofozoítos de E. histolytica  

Los trofozoítos fueron cosechados y el DNA genómico fue extraído 

mediante la utilización del kit Wizard SV genomic DNA purification system 

(Promega). Los trofozoítos se lavaron con PBS, para posteriormente añadir 150 

μl del amortiguador de lisis Wizard SV (Promega). El lisado se transfirió a la 

minicolumna/tubo de colección Wizard SV (Promega) y se centrifugó a 13 000 

x g por 3 min en una microcentrífuga. Posteriormente se separó la minicolumna 

y se descartó el líquido del tubo de colección, la minicolumna se colocó de 

nuevo en el tubo de colección, se añadieron 650 μl de la solución de lavado 

Wizard SV (etanol al 95%) y nuevamente se centrifugó a 13 000 x g por 1 min, 

para después descartar el líquido del tubo de colección. Los lavados con la 

solución de lavado, la centrifugación a 13 000 x g por 1 min y el desecho del 

líquido del tubo colector se repitió en un total de tres veces. Después del último 

lavado, el tubo de colección se vació, se reensambló en la minicolumna y se 

centrifugó a 13 000 x g por 2 min hasta secar la matriz. La columna se removió 

y se colocó en un tubo colector nuevo. Posteriormente a la minicolumna se le 

agregaron 250 μl agua libre de nucleasas previamente calentada a 65 °C. 

Finalmente, para eluir el DNA, la columna se centrifugó a 13 000 x g por 1 min 

y el eluído se almacenó a -70°C, hasta su uso. 

 

10.14 Diseño de oligonucleótidos iniciadores y PCR 

Para obtener el gen Ehccx (XP_649624.2) se diseñaron dos 

oligonucleótidos iniciadores: el iniciador en sentido se obtuvo utilizando la 

secuencia localizada en las posiciones 1-33 con respecto al codón de inicio de 

la traducción (5’-TGAAACAGATGAATAAAATTTATATTATATTA-3’), a este 

oligonucleótido se le añadió la secuencia de nucleótidos que es reconocida por 

la enzima de restricción BamH I y cuatro bases más que sirvieron para el 

posicionamiento de la enzima, obteniendo el oligonucleótido final: 
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5'-CCCCGGTACCATGAAACAGATGAATAAAATTTATATTATATTA-3' 

El oligonucleótido antisentido correspondió a la secuencia complementaria 

reversa localizada al final del gen codificante (1516-1542) (5’-

TTAACCAAACAGTTTAAAAACGTTAA-3’), al cual se le agregó la secuencia de 

reconocimiento para la enzima de restricción Kpnl y cuatro bases más para 

obtener el oligonucleótido antisentido final: 

5'-CCCCGGTACCATGAAACAGATGAATAAAATTTATATTATATTA-3' 

Para la amplificación del gen por PCR se utilizó un volumen de reacción 

de 50 μl que contenía 200 ng de DNA genómico de E. histolytica, 1μM de cada 

iniciador, 10 mM dNTPs (dATP, dCTP, dTTP, dGTP), 2 mM MgCl2, 1U de la 

enzima DNA polimerasa de alta fidelidad KAPA HiFi (KAPABIOSYSTEMS). La 

amplificación se realizó en un termociclador Select Cycler (Select BioProducts), 

utilizando las condiciones descritas en la Tabla 2. Como control negativo se 

realizó la misma reacción, pero en ausencia de DNA molde. Los productos de 

PCR se analizaron en geles de agarosa al 1% en TBE 1X (Tris-borato 0.090 M, 

EDTA 0.002 M, pH 8.0). La amplificación del gen Ehccx fue confirmada por 

secuenciación. 

Tabla 2. Condiciones para la amplificación del gen Ehccx. 

 

 

Desnaturalización 

inicial 
94° C 3 min 1 ciclo 

Desnaturalización 94° C 45 s 

 

35 ciclos 

Alineamiento 56° C 1 min 

Extensión 72° C 3 min 

Extensión final 72° C 10 min 1 ciclo 

Temperatura final 4° C ∞ 



 

49 
 

10.15 Electroforesis de DNA en geles de agarosa 

La separación del DNA se realizó mediante electroforesis en geles de 

agarosa a una concentración de 1%, los cuales se prepararon en amortiguador 

de Tris-Boratos-EDTA (TBE).  Para ello, las muestras se mezclaron con 

amortiguador de carga (azul de bromofenol 0.25%, xilencianol 0.25% y glicerol). 

La electroforesis se llevó a cabo manteniendo un voltaje de 70 V constante por 

60 min. Como marcadores de tamaño molecular se utilizaron los fragmentos 

del fago lambda digerido con Hind III (Invitrogen) y marcadores de 1 Kb (100 a 

12 000 pb) (Invitrogen). Para la detección del DNA, los geles se tiñeron con 

bromuro de etidio al 0.5 μg/ml y el DNA se visualizó en un transluminador de 

luz UV (Transilluminator UVP). 

 

10.16 Preparación de células competentes de Escherichia coli. 

Una colonia de la cepa DH5α de Escherichia coli se cultivó a 37°C en 

medio LB con agitación continua por 12-14 h. Al día siguiente se adicionaron 

1000 μl del cultivo a un matraz conteniendo 250 ml de medio LB fresco y se 

incubó a 37°C con agitación hasta obtener una densidad óptica (DO) de 0.5 a 

una longitud de onda de 600 nm. Posteriormente, el cultivo se transfirió a un 

tubo Falcón de 50 ml estéril y se centrifugó a 1800 x g a 4°C durante 5 min; el 

sobrenadante se decantó y la pastilla se resuspendió en 20 ml de CaCl2 50 mM 

frio y se incubó a 4°C durante 20 min. Pasado este tiempo, la muestra se 

centrifugó a 1800 x g a 4°C durante 5 min y la pastilla se resuspendió en 4 ml 

de CaCl2 50 mM frio, finalmente las células se almacenaron a 4°C hasta por 

una semana. 

Para la cepa XL10 Gold (Agilent Genomics), una colonia de bacterias se 

sembró en medio LB en una cantidad de 2-3 ml en un tubo falcón de 15 ml y se 

incubó con agitación continua a 37ºC toda la noche. Posteriormente se tomó 1 

ml del cultivo y se adicionó a 250 ml de medio fresco y se incubó con agitación 

continua hasta que se alcanzó una absorbancia de 0.5 a una longitud de onda 

de 600 nm. Enseguida, las células se cosecharon en 4 tubos falcón de 50 ml, 

se centrifugó por 10 min a 1800 x g a 4ºC y se desecharon los sobrenadantes. 
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Las pastillas de bacterias se resuspendieron muy suavemente en 4 ml (por 

tubo) de la solución TFB1 (RbCl 100 mM, MnCl2 50 mM, KAc 30 mM, CaCl2 10 

mM, glicerol 15%) y se dejaron reposar durante 55 min en hielo. Entonces, las 

células se centrifugaron durante 5 min a 1800 x g a 4ºC, se desecharon los 

sobrenadantes y las pastillas celulares se resuspendieron en 1.25 ml (por tubo) 

de la solución TFB2 (MOPS 10mM, RbCl 10 mM, CaCl2 75 mM, glicerol 15%) 

por tubo. Finalmente, se realizaron alícuotas de 50 o 100 µl en tubos eppendorf 

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

 

10.17 Transformación de células competentes  

Para la transformación se utilizaron 50 μl de células competentes, a las 

cuales se les agregaron 1 µl de plásmido (20-50 ng) o el volumen total de la 

reacción de ligación y se incubaron en hielo por 10 min y después a 42°C por 

45 s. Enseguida, las muestras se colocaron en hielo durante 10 min, 

transcurrido este tiempo se adicionaron 200 μl de medio LB y se incubó durante 

1 h a 37°C en agitación constante (200 rpm). Posteriormente, las células se 

espatularon en cajas de Petri con agar–LB-ampicilina (50 μg/ml) y se incubaron 

a 37 °C por 12 h. 

 

10.18 Clonación del gen Ehccx en el vector PCR 4 TOPO 

El producto de PCR (gen Ehccx) se clonó en el vector de tránsito PCR 4 

TOPO (Invitrogen) siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante, obteniendo 

la construcción PCR 4 TOPO/Ehccx, con la cual se transformaron bacterias 

competentes. La clonación se verificó mediante la digestión del DNA plasmídico 

aislado de las bacterias transformadas con las enzimas BamHI y KpnI.  

 

10.19 Extracción de DNA en pequeña cantidad (MINIPREP) 

La obtención de DNA plasmídico se realizó de la siguiente manera: una 

colonia bacteriana transformada con la construcción de interés se sembró en 5 

ml de medio LB-ampicilina (50 μg/ml) y se incubó a 37°C en agitación constante 

durante 16 h. Posteriormente, 1.5 ml del cultivo se vertieron en un tubo 
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eppendorf de 1.5 ml y se centrifugó a 11 000 x g durante 2 min a 4°C, el 

sobrenadante se decantó y la pastilla se resuspendió en 100 μl de solución I 

(glucosa 50 mM, Tris-HCl 25 mM pH 8.0, EDTA 10 mM pH 8.0). Inmediatamente 

se adicionarán 200 μl de solución II (NaOH 0.2 N, SDS 1%) y se incubó 5 min 

en hielo; enseguida se adicionaron 150 μl de solución III (acetato de potasio 5 

M, ácido acético glacial), se incubó 5 min en hielo y se centrifugó a 11 000 x g 

durante 5 min a 4°C. Entonces, el sobrenadante se transfirió a un tubo limpio y 

se adicionó 1 ml de etanol al 100% frio y se centrifugó a 11 000 x g durante 5 

min. Enseguida, se realizaron dos lavados con etanol al 70%; la pastilla se dejó 

secar a temperatura ambiente y se resuspendió en 30 μl de agua estéril. Para 

eliminar el RNA contaminante, las muestras se incubaron a 37°C con RNasa 

libre de DNasa (10 μg/μl) (USB) por 20 min y posteriormente se inactivó la 

enzima al incubar la muestra a 72°C durante 10 min. 

 

10.20 Extracción de dna en mediana cantidad (MIDIPREP) 

Una colonia bacteriana transformada con el plásmido de interés se 

sembró en 5 ml de medio Luria Broth (LB)-ampicilina (50 μg/ml) y se incubó a 

37°C toda la noche en agitación a 200 rpm. Posteriormente, se realizó una 

dilución 1:500 en 100 ml de medio LB y se incubó a 37°C por 12-16 h en 

agitación constante (200 rpm). Las bacterias se cosecharon por centrifugación 

a 6000 x g por 20 min a 4°C. El paquete celular se resuspendió en 4 ml de 

amortiguador PI (Tris-HCl 50 mM pH 8.0; EDTA 10 mM; 100 μ/ml RNAsa A), se 

adicionaron 4 ml de amortiguador de lisis P2 (NAOH 200 mM; SDS 1%) 

agitando suavemente por inversión, se incubó a temperatura ambiente por 5 

min y se adicionaron 4 ml del amortiguador de neutralización P3 (acetato de 

potasio 3 M pH 5.5). Entonces, la mezcla se incubó por 15 min a 4°C, 

posteriormente se centrifugó a 3800 x g durante 30 min a 4°C y el sobrenadante 

se filtró a través de gasas estériles. La muestra se cargó en la columna de 

afinidad (QIAGEN-tip 100) previamente equilibrada con 4 ml de amortiguador 

QBT (NaCl 750 mM; MOPS 50 mM pH 7.0; isopropanol 15%; Triton X-100 

0.15%) e inmediatamente después se realizaron dos lavados con 10 ml de 
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amortiguador QC (NaCl 1M; MOPS 50 mM pH 7.0; isopropanol 15%) para 

eliminar carbohidratos, proteínas y DNA no asociados a la columna. El DNA se 

eluyó con 5 ml de amortiguador QF (NaCl 1.25M; Tris 50 mM pH8.5; 

isopropanol 15%) y se precipitó con 3.5 ml de isopropanol, posteriormente se 

centrifugó 30 min a 15 000 x g a 4°C. El sobrenadante se decantó y la pastilla 

se lavó con 10 ml de etanol al 70% y se centrifugó 20 min a 15 000 x g a 4°C. 

Finalmente, la pastilla se secó y resuspendió en 300 μl de agua estéril. El 

plásmido obtenido se distribuyó en alícuotas y se almacenó a -20°C hasta su 

uso. 

 

10.21 Clonación del gen Ehccx en el vector pNEO   

Los plásmidos pNEO (Hamann et al, 1995) y PCR 4 TOPO/Ehccx se 

sometieron a una doble digestión con las enzimas BamHI y KpnI. La digestión 

se llevó a cabo en un volumen final de 30 μl utilizando 10 U de las enzimas 

BamHI y KpnI (Invitrogen) y se incubó a 37°C durante 2 h. Los productos de 

digestión fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al 1% en 

TBE. Las bandas correspondientes al plásmido pNeo linearizado y al gen Ehccx 

liberado del plásmido PCR 4 TOPO se cortaron del gel de agarosa y se 

colocaron en un tubo eppendorf de 1.5 ml para la subsecuente purificación 

utilizando el kit QIAquick (QIAGEN Plasmid Midi kit). Para ello, a los fragmentos 

del gel conteniendo el DNA de interés se pesaron y se les agregó tres 

volúmenes del amortiguador QG por volumen de gel (300 μl de amortiguador 

por cada 100 mg de gel). Posteriormente, la agarosa se disolvió incubando la 

muestra a 50°C por 10 min, transcurrido este tiempo, se añadieron 5 μl de 

acetato de sodio 3M pH 5 y después un volumen de isopropanol. Enseguida, la 

muestra se transfirió a la columna QIAquick y se centrifugó por 1 min a 10 600 

x g. El sobrenadante se descartó, a la columna se le adicionó 0.5 ml de 

amortiguador QG y se centrifugó por 1 min. Posteriormente, a la columna se 

agregó 0.75 ml de amortiguador de lavado PE y se centrifugó por 1 min. 

Finalmente, el DNA se eluyó agregando 20 μl de agua a la columna y 

centrifugando a 11 000 x g. El DNA obtenido se cuantificó en geles de agarosa 
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al 1% en TBE 1X, utilizando como referencia las concentraciones conocidas de 

los fragmentos de DNA del fago lambda digerido con la endonucleasa HindIII. 

Para la clonación, el vector pNeo digerido y purificado (50 ng) se mezcló 

con la cantidad necesaria del gen Ehccx digerido y purificado para tener una 

relación molar de 1:3 o 1:6 (vector:inserto), 1 μl (100 unidades) de la enzima T4 

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

agua cbp 10 µl y las mezclas se incubaron 16-18 h a 16°C. Como control 

negativo se utilizó la mezcla de reacción en ausencia del inserto. Finalmente, 

células de E. coli XL10 Gold químicamente competentes se transformaron con 

la mezcla de ligación, como se mencionó anteriormente. La clonación se 

verificó mediante la digestión del DNA plasmídico aislado de las bacterias 

transformadas con las enzimas BamHI y KpnI. 

 

10.22 Transfección de trofozoitos  

Para la transfección, 3 x 105 trofozoítos se cultivaron toda la noche a 37° 

C en una atmosfera de CO2 al 5%. Entonces, las células se lavaron con medio 

M199 (Sigma), se resuspendierón en 1.8 ml de medio M199 suplementado con 

15% de suero fetal bovino y se transfirieron a una placa de Petri de 35 mm. 

Posteriormente, se agregaron 100 μl de medio M199 conteniendo una mezcla 

de 10 μg de plásmido (pNeo o pNeo/Ehccx) y 10 μg de lipofectamina Superfect 

(Qiagen) y se incubó durante  4 h a 37° C en una atmosfera de CO2 al 5%. 

Transcurrido este tiempo, las células se transfirieron a un tubo conteniendo 10 

ml de medio TYI-S-33, se incubaron durante 48 h a 37° C y finalmente, los 

parásitos transfectados fueron seleccionados en la presencia de 10 μg/ml de 

G-418 (Sigma-Aldrich). 

 

10.23 Aislamiento de RNA de trofozoítos de E. histolytica  

Los trofozoítos se empastillaron a 201 x g durante 5 min a 4 °C y se 

lavaron una vez con PBS (2 mM KH2PO4, 10 mM Na2HPO4, 2.7 mM KCl, 137 

mM NaCl pH 7.4). Entonces, para cada 1x107 trofozoítos se agregó 1 ml de 

trizol (Sigma) y se incubó 10 min a temperatura ambiente. Al término de este 
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tiempo, se agregaron 200 µl de cloroformo/trizol a los tubos y se agitaron por 

30 s para después ser incubados por 10 min a temperatura ambiente. 

Terminado el tiempo de incubación, la suspensión se centrifugó a 1500 x g por 

15 min a 4 ºC. La fase acuosa se transfirió a otro tubo y se le adicionaron 500 

µl de isopropanol frío/trizol y se agitaron por inversión. Después, se incubó a 

temperatura ambiente y se centrifugó a 13000 x g por 10 min a 4 ºC, la pastilla 

de RNA se lavó una vez con 1 ml de etanol al 75% en agua tratada con dietil 

pirocarbonato (DEPC, Sigma) y se centrifugó a 6000 x g durante 5 min a 4 ºC. 

La pastilla se secó y finalmente, el RNA se disolvió en 30 µl de agua tratada 

con DEPC. 

 

10.24 Obtención de cDNA 

Para la síntesis del cDNA se utilizaron 5 µg de RNA a los que se les 

agregó 1 µl de oligo dT (Sigma) y 10 µl de agua estéril y se incubó10 min a 70 

ºC. Pasado el tiempo de incubación, las muestras se pasaron a hielo por 5 min. 

Posteriormente, se adicionaron 4 µl del amortiguador “First Buffer” (Sigma), 2 

µl de DTT (Sigma), 1 µl de dNTPs (10 mM) (Sigma), se mezcló suavemente, se 

incubó a 42 ºC durante 4 min, se adicionó 1 µl de la enzima Superscrip II reverse 

transcriptase (Invitrogen) y se incubó nuevamente a 42 ºC durante 50 min. 

Después, las muestras se incubaron a 70 ºC durante 15 min y entonces, se 

adicionaron 2 µl de RNAsa libre de DNAsa (10 mg/ml) (Sigma). Por último, las 

mezclas de reacción se incubaron por 20 min a 37 ºC y se guardaron a -70 ºC, 

hasta su uso.  

 

10.25 Diseño de oligonucleótidos y RT-PCR en tiempo real 

Para analizar el nivel de expresión del transcrito de Ehccx, primero se 

diseñaron oligonucleótidos específicos. El oligonucleótido en sentido se diseñó 

utilizando la secuencia localizada en las posiciones 1024-1046 con respecto al 

codón de inicio de la traducción (5’- TCACTGAAACACAAATCCCTTC -3’). El 

oligonucleótido antisentido correspondió a la secuencia complementaria 

reversa de las posiciones 1182-1202 (5’-CCAACTGAATTTCCCCAACA-3’).   
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Los ensayos de PCR en tiempo real se realizaron en el equipo “StepOne 

Real-Time PCR System” (Applied Biosystem), utilizando 100 ng de cDNA, 0.15 

μM de cada iniciador y el “Master Mix KAPA SYBR FAST PCR” (KAPA 

Biosystems). Las condiciones de amplificación se muestran en la tabla 3. Los 

Datos de tres preparaciones independientes de cDNA fueron analizadas 

mediante el método 2-ΔΔCt, usando como control negativo la misma reacción en 

ausencia de cDNA molde y como normalizador se utilizó la expresión del gen 

que codifica para la proteína S2 de la subunidad ribosomal 40S. 

 

Tabla 3. Condiciones para los ensayos de RT-PCR en tiempo real. 

Retrotranscripción 42° C 5 min 1 ciclo 

Desnaturalización 

inicial 

95° C 3 min 1 ciclo 

Desnaturalización 95° C 3 s  

40 ciclos Alineamiento 60° C 30 s 

Curva de disociación 

 

10.26 Niveles intracelulares de Ca2+ 

Los trofozoítos (1X106) se resuspendieron en 1 ml de PBS y se incubaron 

por 30 min a 37 °C en la oscuridad con 4 µM del colorante sensible a calcio 

Fluo-4 AM (Invitrogen). Al término de este tiempo, los parásitos se lavaron tres 

veces con PBS para eliminar el colorante extracelular. Entonces, las células se 

resuspendieron en 1 ml de PBS suplementado con Ca2+ y Mg2+ (CaCl2 0.1 mM, 

MgCl2 1 mM). La señal fluorescente se detectó por citometría de flujo usando 

los filtros de 520/40 en el citómetro BD FACSCalibur analyzer (BD Biosciences). 

Para analizar los niveles de calcio citosólico durante la muerte celular 

programada, a las muestras se les añadió 1 mM de H2O2 y la intensidad de 

fluorescencia se analizó cada 40 s. 
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10.27 Muerte celular inducida por peróxido de hidrógeno 

Los trofozoítos (5X105) se incubaron a 37 °C con 1 mM de H2O2 en medio 

TYI sin suero. Entonces, la viabilidad celular se midió durante diferentes 

tiempos utilizando la técnica de exclusión de azul de tripano.  

 

10.28 Obtención de eritrocitos humanos 

Las muestras de sangre humana se obtuvieron por punción venosa 

usando como anticoagulante la solución Alsever (ácido cítrico 2.86 mM, citrato 

de sodio 27.2 mM, cloruro de sodio 71.8 mM, dextrosa 113.7 mM, pH 6.1). La 

sangre se centrifugó a 500 g durante 10 min. El sobrenadante, que contenía el 

suero y las células blancas, se eliminó y la pastilla (eritrocitos) se lavó cuatro 

veces con la misma solución. Posteriormente, los eritrocitos se cuantificaron en 

una cámara de Neubauer, se resuspendieron en medio TYI sin suero y se 

almacenaron a 4 °C hasta por no más de una semana.  

 

10.29 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 tiempos (0, 5, 10 

y 15 min). Los eritrocitos no ingeridos por las amibas se lisaron con ácido 

acético al 3%. Las muestras se centrifugaron a 441 x g durante 5 min. El 

sobrenadante se eliminó y la pastilla, que contenía a las amibas que fagocitaron 

eritrocitos, se lisó con ácido fórmico absoluto (J. T. Baker). Finalmente, la 

hemoglobina liberada de los eritrocitos ingeridos se cuantificó por 

espectrofotometría a una longitud de onda de 400 nm. Estos ensayos se 

llevaron a cabo tres veces por triplicado. 

 

10.30 Actividad citopática 

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

(3x105) a 37°C hasta que la primera muestra destruyó alrededor de un 80% de 

la monocapa (aproximadamente 2 h). Para detener la acción citopática de las 
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amibas, las preparaciones se incubaron a 4°C durante 15 min. El medio con las 

amibas despegadas se retiró y las células epiteliales remanentes 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 células MDCK, se realizaron 

observaciones al microscopio óptico. Posteriormente, las células epiteliales 

remanentes 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 

capturado por las células fue extraído con 1 ml de HCl 1N, durante 30 min a 

37°C. Finalmente, el colorante extraído se cuantificó por espectrofotometría a 

una longitud de onda de 660 nm. Estos ensayos se realizaron al menos tres 

veces por triplicado. 

 

10.31 Migración celular  

Trofozoítos (2.5x104) fueron puestos en ayuno por 3 h en medio TYI sin 

suero y posteriormente se colocaron 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 medio TYI con suero. Entonces, las muestras se incubaron durante 3 h a 

37°C. Al final de la incubación, los insertos superiores se removieron y se 

cuantificaron los trofozoítos que migraron a la parte inferior del transwell. Estos 

ensayos se realizaron tres veces por triplicado.  

 

10.32 Análisis estadístico 

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. 
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11 RESULTADOS  

 

11.1 Análisis in silico del intercambiador sodio/calcio de E. histolytica.  

Previamente se realizó un análisis en la base de datos de Amoeba 

Genomics Resource (http://www.amoebaDb.org) para detectar un posible 

intercambiador de calcio en E. histolytica, encontrando la presencia de una 

secuencia de 513 aminoácidos con el número de acceso EHI_001770 (Valle-

Solis, 2013). En el presente trabajo, al realizar un nuevo análisis de BLAST en 

la base de datos AmoebaDb encontramos que sólo existe un gen codificante 

para intercambiadores de calcio en E. histolytica, E. dispar, E. invadens y E. 

nuttali, mientras que en E. moshkovskii se detectaron dos genes. La identidad 

en secuencia del intercambiador de E. histolytica con sus ortólogos de las otras 

especies de Entamoeba varió de 69 a 99%, mientras que la similitud fue de 83 

a 99% (Tabla 4). Por otra parte, el intercambiador de E. histolytica mostró de 

16 a 30% de identidad y de 42 a 51% de similitud con intercambiadores de 

sodio/calcio de plantas, mamíferos, anfibios insectos y bacterias (Tabla 4).  

 De acuerdo con el programa TMHMM 2.0, la secuencia EHI_001770 

tiene 10 segmentos transmembranales putativos (Figura 7), localizados en las 

posiciones 65-75, 108-126, 127-147, 165-181, 187-200, 363-382, 387-403, 

422-444, 461-479 y 484-501. Por otra parte, el programa SMART detectó dos 

dominios de intercambio sodio/calcio (NCX) (Figura 7) en las posiciones 62-

206 y 352-503 de la proteína amibiana. Interesantemente, la organización 

estructural de esta proteína mostró ser similar a la del intercambiador de 

calcio/litio/sodio de Homo sapiens (HsNCLX) (NP_079235.2) (Figura 7).  

 

  

http://www.amoebadb.org/
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Tabla 4. Comparación de los intercambiadores Sodio/Calcio de E. 

histolytica con proteínas ortólogos de diferentes organismos.  

 

  

Organismos 

Numero de 

acceso  

Longitud 

(aa) 

Identidad 

(%) 

Similitud 

(%) 
Valor e 

Entamoeba nutalli ENVI_134420 513 99 99 0.0 

Entamoeba dispar EDI_138590 510 95 97 0.0 

Entamoeba 

invadens EIN_083040 515 67 82 
0.0 

Entamoeba 

moshkovskii EMO_063580 381 74 86 
0.0 

Entamoeba 

moshkovskii EMO_049830 373 69 83 
0.0 

Arabidopsis 

thaliana NP_197288.1 570 27 51 
6e-51 

Aplysia californica XP_012946734.1 559 28 49 4e-49 

Eucalyptus 

grandis XP_010054949.1 604 30 53 
2e-48 

Xenopus laevis NP_001128697.1 548 26 50 1e-46 

Homo sapiens NP_079235.2 584 24 46 9e-42 

Anopheles 

gambiae XP_308488.4 535 27 47 
2e-41 

Homo sapiens NP_995322.1 500 20 43 1e-18 

Homo sapiens NP_066920.1 973 16 42 6e-06 

Methanococcus 

jannaschii 3V5S_A 320 17 46 
5e-05 
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 La estructura 3D de la proteína se realizó mediante el programa I-TASSER 

usando como base la estructura cristalizada del intercambiador de 

Methanococcus jannaschii (MjNCX) (3V5S A) y la posible estructura del 

intercambiador ya caracterizado HsNCLX. La comparación de las estructuras 

mostró que el intercambiador de E. histolytica tiene una identidad estructural 

modesta con MjNCX y HsNCLX (9.38 y 11.13% respectivamente) (Figura 8).  

Sin embargo, la identidad estructural de MjNCX y HsNCLX también es 

relativamente baja (17.19%) (Figura 8). Sin embargo, las estructuras de los 

repetidos α1 y α2 (que son los dominios involucrados en el transporte de los 

iones) de E. histolytica mostraron una alta identidad con los de HsNCLX 

(43.9% y 43.14% respectivamente) (Figura 8). Además, la proteína amibiana 

mostró diez alfa hélices, similar a lo que se ha descrito para otras proteínas de 

la superfamilia de intercambiadores (Giladi et al, 2016) (Figura 8). 

 Para conocer la familia de intercambiadores a la cual pertenece la proteína 

amibiana se realizó un alineamiento múltiple con miembros de las diferentes 

familias de intercambiadores: YRBG (intercambiadores de bacterias), NCX 

(intercambiadores Na+/Ca2+), NCKX (intercambiadores Na+/K+/Ca2+), CAX 

(intercambiadores H+/Ca2+) y CCX (intercambiadores catión/Ca2+) y 

posteriormente se realizó un árbol filogenético por el método UPGMA con un 

“Bootstrap” de 1000 réplicas. Este análisis agrupó a los intercambiadores del 

género Entamoeba en la familia CCX, que incluye a los intercambiadores de 

calcio/sodio/litio (Figura 9A). Interesantemente, los intercambiadores de otros 

parásitos protozoarios diferentes a Entamoeba fueron agrupados en el clado 

de la familia CAX (intercambiadores Ca2+/H+) (Figura 9A). Por lo que esta es 

la primera descripción de intercambiadores sodio/calcio en protozoarios 

parásitos.  
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Figura 7. Dominios estructurales del intercambiador de E. histolytica. La 

figura muestra las estructuras secundarias del posible intercambiador de E. 

histolytica (EHI_001770) y del intercambiador HsNCLX. En estas 

representaciones se eliminó el péptido señal de cada proteína. Ambas 

proteínas contienen diez regiones transmembranales (TM1-TM10). Entre los 

dominios TM5 y TM6 se encuentra un asa citoplásmica larga. Las líneas azules 

indican los dominios de intercambio sodio/calcio (NCX). En los cuadros en rojo 

se encuentran los dominios α1 y α2 característicos de los intercambiadores de 

calcio.   
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Figura 8. Estructura 3D del intercambiador de E. histolytica. La Estructura 

3D del intercambiador de E. histolytica (verde) se realizó en el servidor I-

TASSER utilizando como molde el intercambiador sodio/calcio ya cristalizado 

de M. jannaschii (rojo). La estructura del intercambiador amibiano también se 

comparó con la estructura predicha del intercambiador de H. sapiens HsNCLX 

(azul). En la estructura de la proteína amibiana, en blanco se representa la 

ubicación del péptido que se mandó a sintetizar para la producción de 

anticuerpos, en anaranjado y magenta se ubican los repetidos α1 y α2. En los 

paneles intermedios se muestra el traslape de las proteínas completas y en 

los paneles inferiores el traslape de los α-repetidos. Los números indican el 

porcentaje de identidad estructural. 
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Para confirmar que el intercambiador de E. histolytica pertenece a la 

familia CCX se realizó un alineamiento de la secuencia de aminoácidos de sus 

α repetidos con los correspondientes de miembros representativos de las 

diferentes familias de intercambiadores de calcio. Estos dominios son 

característicos de la superfamilia, pero cada familia presenta aminoácidos 

distintivos que están involucrados en el transporte de los diferentes iones 

(Lytton, 2007). EhCCX contiene las secuencias NGAPD en el dominio α1 y 

GNSIGD en el dominio α2 (Figura 9B), las cuales corresponden a las 

secuencias consenso de los intercambiadores del tipo CCX (GNG(A/T)PD y 

GNSIGD, respectivamente) (Lytton, 2007). Un estudio del intercambiador 

HsNCLX, el cual es parte de la familia CCX, determinó que los aminoácidos 

N149, P152, D153 del dominio α1, así como los residuos N467, S468, D471 y 

G494 del dominio α2, participan en el transporte de los iones sodio, calcio y/o 

litio (Roy et al, 2017). Interesantemente, el alineamiento de los dominios α1 y 

α2 demostró que el intercambiador de E. histolytica presenta esos mismos 

aminoácidos (Figura 9B). Estos resultados confirman que el intercambiador 

pertenece a la familia CCX, por lo que lo llamamos EhCCX 

 

11.2 Expresión del gen Ehccx en trofozoítos de E. histolytica  

Para determinar si el gen Ehccx se expresa en los trofozoítos se realizaron 

ensayos de RT-PCR. En estos experimentos se obtuvo un amplificado de 1542 

pb que corresponde al tamaño esperado del gen completo (Figura 10A). Para 

comprobar que el fragmento amplificado corresponde al transcrito de Ehccx se 

analizó el mapa de restricción de la secuencia de nucleótidos del gen 

reportado en la base de datos del genoma de E. histolytica (EHI_001770), el 

cual mostró que este gen tiene tres sitios de reconocimiento para la enzima 

DraI (Figura 10B). Así, el fragmento amplificado se purificó, se incubó con la 

enzima DraI y los productos de la digestión se analizaron en geles de agarosa. 

Los fragmentos generados por la enzima mostraron los tamaños esperados 

de 746, 559 y 222 pb (Figura 10C), lo que confirma que el producto amplificado 
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corresponde al gen Ehccx, el cual es transcripcionalmente activo en 

condiciones basales. 
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Figura 9. Análisis filogenético del posible intercambiador de E. 

histolytica. (A) La secuencia de aminoácidos del posible intercambiador fue 

alineada por el servidor ClustalW con varias secuencias de intercambiadores 

de diferentes organismos, los datos fueron sometidos a un análisis filogenético 

usando el software MEGA 5.0. las secuencias usadas para el análisis fueron 

las siguientes: E. histolytica (EHI_001770); E. nutalli (ENVI_134420); E. dispar 

(EDI_138590); E. invadens (EIN_083040); E.  moshcovskii (EMO_063580 y 

EMO_049830); Homo sapiens NCXL (NP_079235.2), NCKX 1-5 

(NP_004718.1, NP_065077.1, NP_065740.2, NP_705932.2, y  NP_995322.1), 

y NCX1-3 (NP_066920.1, NP_055878.1, y NP_150287.1); Mus musculus 

NCKX6 (NP_573484.2) y NCX (AAB69167.1); Arabidopsis thaliana NCKX 

(NP_197288.1), y CAX1-2 (NP_181352.1 y NP_566452.1); Eucalyptus grandis 

CCX (XP_010054949.1); Trichomonas vaginalis CAX (XP_001582908.1); 

Plasmodium falciparum CAX (SCP05226.1); Leishmania Mexicana CAX 

(XP_003873397.1); Saccharomyces cerevisiae CVX1 (NP_010155.1); 

Escherichia coli NCX (WP_000922901.1); y Methanococcus jannaschii NCX 

(3V5S_A). Los números en los nodos de las ramas indican el porcentaje de 

veces en que cada nodo del árbol se presentó en las matrices remuestreadas 

(Bootstrap:1000). Las proteínas son agrupadas como intercambiadores 

catión/Ca2+ (CCX), intercambiadores Na+/Ca2+ (NCX), intercambiadores 

Na+/Ca2++K+ (NCKX), intercambiadores bacterianos (YRBG) e 

intercambiadores H+/Ca2+ (CAX). (B) La secuencia de aminoácidos de los 

repetidos α1 y α2 del intercambiador de E. histolytica se alineó con las 

secuencias correspondientes de algunos miembros representativos de las 

diferentes familias de intercambiadores. Los asteriscos indican los residuos 

idénticos en todas las secuencias. El cuadro muestra las secuencias consenso 

de la familia CCX. Los residuos sombreados indican los residuos que 

participan en el transporte de sodio, calcio o litio.  
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11.3 Localización subcelular de la proteína EhCCX 

Con la finalidad de estudiar a la proteína EhCCX, se realizó la 

producción de anticuerpos contra un péptido especifico. Para ello, primero se 

analizó la secuencia de la proteína mediante los programas ABCpred e 

hydrophobicity plot para obtener péptidos antigénicos. Entonces, con el fin de 

obtener péptidos específicos, las secuencias propuestas se usaron como 

sondas en un análisis de BLAST sobre la base de datos del genoma de E. 

histolytica. Así, se detectó al péptido localizado en la posición 216-229 

(ISEQLDSENKTKLI), y que de acuerdo con el modelo 3D se encuentra 

expuesto en su superficie (Figura 11A), el cual fue propuesto como un 

antígeno para obtener anticuerpos contra EhCCX. Dicho péptido se sintetizó 

acoplado a la secuencia KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) para volverlo más 

inmunogénico. Para confirmar la especificidad de los anticuerpos se realizaron 

ensayos de Western blot, donde se detectó una sola banda de 56 kDa, el peso 

molecular esperado para el EhCCX (Figura 11B).  

Para determinar la localización subcelular de la proteína se realizaron 

ensayos de inmunofluorescencia y microscopia confocal, donde se usaron los 

anticuerpos generados anteriormente. En estos experimentos se observó a la 

proteína EhCCX en la membrana plasmática y en la membrana de varias 

vesículas citoplásmicas (Figura 12A). Experimentos de inmunomicroscopía 

electrónica usando el anticuerpo anti EhCCX y el respectivo anticuerpo 

secundario acoplado a particulas de oro coloidal confirmó la presencia del 

intercambiador en la membrana plasmática y en la membrana de algunas 

vesículas citoplásmicas (Figura 12B).   

 

 

 

 

 

 



 

67 
 

 

 

 



 

68 
 

 

 

 

 

 

Figura 10. Expresión del gen EhCCX en trofozoítos de E. histolytica. (A) 

A partir del cDNA de los trofozoítos se realizaron ensayos de PCR usando 

oligonucleótidos específicos para el gen Ehccx completo y los productos de 

amplificación se analizaron en geles de agarosa al 1% teñidos con bromuro de 

etidio. Carril 1, Marcador de DNA 1kb (250-10000 pb); Carril 2, PCR utilizando 

cDNA como molde; Carril 3, PCR usando RNA como molde. (B) 

Representación esquemática de la secuencia EHI_001770 del genoma de E. 

histolytica mostrando la presencia de los sitios de corte para la enzima Dral y 

la longitud de los fragmentos generados por esa enzima. (C) Para confirmar la 

identidad del fragmento amplificado, este se incubó con la enzima de 

restricción Dral y los productos de digestión se analizaron en geles de agarosa 

al 1% teñidos con bromuro de etidio. Carril 1, Marcador de DNA 1kb (250-

10000 pb); Carril 2, digestión del fragmento amplificado con Dral; Carril 3, 

fragmento amplificado sin digerir.  
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Figura 11 Reconocimiento de la proteína EhCCX por anticuerpos 

especificos. (A) Estructura 3D de la proteína EhCCX (verde) ubicada en una 

membrana bi-lipídica (rojo y azul). En magenta se muestra la secuencia del 

péptido en la posición 215-231 que se mandó sintetizar para obtener 

anticuerpos específicos. (B) Western blot sobre extractos totales de 

trofozoítos. Carril 1 Extractos totales de E. histolytica separados por 

electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% y teñidos con azul de 

Coomassie, donde se observa el perfil proteico. Carril 2 Western blot con suero 

preimmune, donde no se observa inmunodetección. Carril 3 Western blot con 

α-EhCCX, donde se inmuodetectó una banda con un peso aproximado de 57 

kDa.  
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Figura 12 Localización subcelular de la proteína EhCCX en trofozoítos de 

E. histolytica. (A) Inmunofluorescencia indirecta. Trofozoítos en condiciones 

basales fueron fijados, permeabilizados e incubados con suero pre-inmune 

(PI) o con el anticuerpo contra EhCCX (α-EhCCX) y subsecuentemente con 

un anticuerpo secundario acoplado a Alexa 555 (rojo). Los núcleos se 

contratiñeron con DAPI (azul) y finalmente, las muestras se analizaron por 

microscopia confocal. (B) Inmunomicroscopía electrónica. Trofozoítos en 

condiciones basales fueron fijados con paraformaldehído y glutaraldehído. 

Después, las muestras fueron embebidas en resina LR White y polimerizadas 

bajo la luz UV. Posteriormente, cortes de 60 nm se incubaron con suero pre-

inmune (PI) o con anticuerpos α-EhCCX y subsecuentemente con anticuerpos 

secundarios acoplados a oro coloidal. Finalmente, las muestras se observaron 

por microscopía electrónica de transmisión. Las flechas indican la presencia 

de EhCCX en la membrana de las vesículas y en la membrana plasmática. V 

vesículas, ES espacio extracelular, MV membrana vesicular.         
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Posteriormente, con el fin de tratar de identificar los posibles 

compartimentos citoplásmicos en los cuales podría estar situado EhCCX, se 

analizó su co-localización con marcadores de retículo endoplásmico 

(EhSERCA) (Martinez-Higuera et al, 2013), aparato de Golgi (NBD C6-

Ceramida), endosomas tardíos (EhNPC1) (Bolanos et al, 2016) y vesículas 

endocíticas (EhRabB) (Rodriguez et al, 2000). Así mismo, se comprobó la 

localización del intercambiador en la membrana plasmática por su co-

localización con la lectina Gal/GalNac (Petri et al, 1989). En estos ensayos, 

EhCCX co-localizó con la lectina Gal/GalNac y EhRabB en la membrana 

plasmática, o cerca de ella (Figura 13A). Así mismo, se observó co-localización 

con el marcador de Golgi en la membrana de algunas vesículas cercanas a la 

membrana plasmática, sugiriendo su presencia en las redes trans-Golgi 

(Figura 13). Sin embargo, EhCCX no mostró co-localización significativa con 

EhSERCA, NPC1 o con vesículas citoplásmicas conteniendo a EhRabB 

(Figura 13A). Para corroborar la co-localización se realizó una gráfica de 

correlación mediante el coeficiente de Pearson, donde Gal/GalNac y EhRabB 

mostraron coeficientes de 0.559 y 0.73425 respectivamente, correspondientes 

a la co-localización encontrada en la membrana o cercana a ella, mientras que 

con NBD C6-Ceramida presentó 0.62125 de coeficiente de correlación (Figura 

13B). Estos resultados sugieren que EhCCX en la membrana podría estar 

involucrado en la expulsión de Ca2+ del citosol, y su presencia en el trans-Golgi 

se puede deber a su transporte citoplásmico. Por otro lado, las modificaciones 

postraduccionales necesarias para el proceso de maduración de EhCCX 

podrían explicar la presencia en el aparato de Golgi. Sin embargo, hasta el 

momento no se conoce la identidad de la mayoría de las vesículas 

citoplásmicas que contienen EhCCX, ni su función en estas estructuras.  
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11.4 Expresión y localización del intercambiador en la amiba no patogena 

Entamoeba dispar  

Se ha descrito que el flujo de iones calcio participa en el mecanismo 

patogénico de E. histolytica (Ravdin & Guerrant, 1980). Por otra parte, la amiba 

Entamoeba dispar es una amiba no patógena morfológicamente indistinguible 

de E. histolytica. 

Así, para analizar la posibilidad de que EhCCX participe en la 

patogénesis de E. histolytica se comparó la expresión y localización del 

ortólogo en trofozoítos de E. dispar. Para ello, primero se analizó la presencia 

del péptido antigénico en el intercambiador de E. dispar (EdCCX), encontrando 

la secuencia en la misma posición con una identidad del 93% y una similitud 

del 100% con EhCCX (datos no mostrados). Mediante ensayos de Western 

blot semi-cuantitativos encontramos que E. dispar expresa aproximadamente 

20% menos intercambiador comparado con E. histolytica (Figura 14A). En los 

ensayos de inmunofluorescencia usando el anticuerpo α-EhCCX se observó 

una localización de EdCCX similar a la encontrada para EhCCX, sin embargo, 

la señal de fluorescencia se ve disminuida en E. dispar (Figura 14B), 

confirmando la menor expresión de la proteína en la amiba no patógena, lo 

que sugiere un posible papel de este intercambiador en la patogenicidad de E. 

histolytica.   
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Figura 13 Ensayos de Co-localización. (A) Trofozoítos de E. histolytica 

fueron fijados, permeabilizados e incubados con anticuerpos de rata α-EhCCX 

y posteriormente con anticuerpos de conejo contra EhSERCA, EhRabB y 

EhNPC1; o con anticuerpos de ratón contra la lectina Gal/GalNac. Después, 

las muestras se incubaron con anticuerpos contra IgGs de rata marcados con 

Alexa 555 (rojo), anti IgGs de conejo marcados con Alexa 488 (verde) o anti 

IgGs de ratón marcados con FITC (verde). Por otro lado, después de la 

incubación con los anticuerpos α-EhCCX y anti IgGs de rata Alexa 555, una 

muestra se incubó con NBD C6-ceramida (verde) para la tinción del aparato de 

Golgi. Finalmente, los núcleos se tiñeron con DAPI (azul) y las muestras se 

analizaron por microscopia confocal. De lado derecho se observan las 

amplificaciones de los cuadros blancos marcados en las imágenes de co-

localización con NBD C6-Ceramida, EhRabB y la lectina Gal/GalNac. (B) 

Grafica del Coeficiente de Pearson de la co-localización entre EhCCX y los 

diferentes marcadores. 
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11.5 Análisis de la expresión y localización de EhCCX bajo condiciones 

de estrés 

Para investigar si EhCCX pudiera participar en la respuesta a diferentes 

condiciones de estrés, se analizaron los niveles de la proteína y su localización 

subcelular en trofozoítos sometidos a estrés oxidativo o a estrés térmico. En 

trofozoítos de E. histolytica incubados con 1mM de H2O2 durante 10 min, el 

nivel de la proteína EhCCX aumentó ligeramente (aproximadamente 0.4 

veces) comparado con los parásitos control (Figura 15A). Este resultado 

sugiere que esta proteína podría ser necesaria para la expulsión del calcio 

intracelular que aumenta durante el estrés oxidativo, tratando así de evitar el 

daño celular. En los ensayos de inmunofluorescencia se observó una pequeña 

acumulación de EhCCX en la membrana plasmática, lo que soporta la idea de 

su papel en la extrusión de calcio. En estos ensayos también se notó cierta 

acumulación de intercambiador en algunas vacuolas citoplásmicas de gran 

tamaño (Figura 15B), aunque su función en estas estructuras se desconoce.   

Por otra parte, en trofozoítos de E. histolytica incubados durante 30 min a 42 

°C, los niveles de expresión de EhCCX mostraron un modesto aumento 

(aproximadamente 0.2 veces), mientras que los niveles de proteína 

disminuyen a casi los valores basales a los 60 min de choque térmico (Figura 

15C). En los ensayos de inmunofluorescencia no se observó cambio en la 

localización de la proteína en los tiempos analizados (Figura 15D). Los 

resultados sugieren que EhCCX podría tener una menor participación o no 

participar en la respuesta a choque térmico.  
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Figura 14 Expresión y localización subcelular de CCX en E. dispar. (A) 

Comparación de los niveles de expresión de la proteína CCX en E. histolytica 

(EhCCX) y E. dispar (EdCCX) por ensayos de Western blot usando el 

anticuerpo α-EhCCX. Como control de carga se utilizó un anticuerpo α-actina 

probado en las mismas membranas. Las bandas obtenidas se analizaron por 

densitometría y los datos fueron normalizados al contenido de actina. La 

expresión relativa de E. histolytica fue considerada arbitrariamente como 1.  

(B) trofozoítos de E. histolytica y E. dispar fueron fijados, permeabilizados e 

incubados con el anticuerpo α-EhCCX, y posteriormente con el anticuerpo 

secundario conjugado con Alexa-555 (rojo), los núcleos se tiñeron con DAPI 

(azul) y las muestras se analizaron por microscopia confocal. 
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11.6 Análisis de la expresión y localización de EhCCX durante la 

eritrofagocitosis.  

Se ha descrito que la acumulación de calcio citosólico juega un papel 

importante en varios procesos celulares de los trofozoítos de E. histolytica, 

incluyendo la fagocitosis (Jain et al, 2008). Para conocer el papel de EhCCX 

en la fagocitosis se realizaron ensayos de Western blot sobre extractos totales 

de trofozoítos obtenidos a diferentes tiempos de eritrofagocitosis. En estos 

ensayos no se observó diferencia significativa en los niveles de proteína a los 

tiempos analizados (Figura 16A). Sin embargo, si observamos cambios en su 

localización subcelular durante este evento. A los 5 min de fagocitosis, la 

localización de EhCCX se observó muy similar al de la condición basal, pero a 

los 10 min el intercambiador se localizó principalmente en la membrana 

plasmática, mientras que a los 15 min la proteína se concentró en algunos 

puntos citoplásmicos (Figura 16B). La acumulación de EhCCX en la 

membrana plasmática a los 10 min de fagocitosis sugiere que este 

intercambiador podría participar en la señalización provocada por la 

interacción con la célula blanco, la cual podría ser interrumpida a los 15 min 

por la internalización de EhCCX. En la presencia del quelante de calcio EGTA, 

pocos eritrocitos fueron fagocitados por los trofozoítos, incluso después de 30 

min (Figura 16B), confirmando que el flujo de calcio está involucrado en este 

proceso. En estas condiciones, el movimiento de EhCCX a la membrana 

plasmática no fue observado, sino que se concentró en algunos puntos 

pequeños en el citoplasma (Figura 16B). Estos resultados sugieren que la vía 

de señalización desencadenada por la presencia de las células blanco 

promueve el reclutamiento de EhCCX en la superficie de la amiba.  
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Figura 15 Expresión y localización de EhCCX expuestos a 1 mM de 

peróxido de hidrogeno y a choque térmico. (A, B) Trofozoítos de E. 

histolytica se incubaron en ausencia (0 min) o presencia de 1mM de peróxido 

durante 10 min. (C, D) Trofozoítos de E. histolytica se incubaron a 37 °C (0 

min) o a 42 °C durante 30 y 60 min. (A, C) Los niveles de expresión de EhCCX 

fueron analizados por Western blot. Posteriormente, las membranas fueron 

probadas con el anticuerpo α-actina, utilizado como control de carga. Las 

bandas reconocidas por α-EhCCX se analizaron por densitometría y los datos 

se normalizaron con respecto al contenido de actina. La expresión relativa de 

los trofozoítos a 0 min se tomó arbitrariamente como 1. Los datos son 

expresados como la media ± error estándar de tres experimentos 

independientes.  (B, D) Los trofozoítos se fijaron, permeabilizaron e incubaron 

con α-EhCCX y posteriormente con el anticuerpo secundario conjugado Alexa-

555, los núcleos se tiñeron con DAPI. Finalmente, las muestras se observaron 

por microscopia confocal.  
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Figura 16. Expresión y localización de EhCCX durante la fagocitosis. 

Trofozoítos de E. histolytica se incubaron a 37 °C sin eritrocitos (0 min) o en 

presencia de eritrocitos (relación 1:50) durante 5, 10 y 15 min. (A) La expresión 

de EhCCX fue analizada por ensayos de Western blot, como control de carga 

se utilizó el anticuerpo α-actina. Las bandas reconocidas se analizaron por 

densitometría y los datos se normalizaron con respecto al contenido de actina. 

La expresión relativa de EhCCX a los 0 min se tomó arbitrariamente como 1. 

Los datos son expresados como la media ± el error estándar de tres ensayos 

independientes. (B) Los trofozoítos se fijaron, permeabilizaron e incubaron con 

α-EhCCX y posteriormente con el anticuerpo secundario acoplado a Alexa-

555. Los núcleos se tiñeron con DAPI y las muestras se analizaron por 

microscopia confocal. Las imágenes de la derecha representan los ensayos 

realizados con la presencia de 0.3 mM de EGTA.  
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11.7 La sobreexpresión de EhCCX modifica los niveles de calcio en los 

trofozoitos 

Para confirmar el papel de EhCCX en el transporte de calcio, el 

intercambiador se sobreexpresó en los trofozoítos de E. histolytica. Para ello, 

se realizó la amplificación del gen Ehccx por PCR usando como molde el DNA 

genómico aislado de los trofozoítos y una DNA polimerasa de alta fidelidad. 

En esos ensayos se obtuvo un amplicón del tamaño esperado (1542 pb) 

(Figura 17A), el cual se clonó en el vector de transición PCR 4 TOPO. Para 

confirmar su clonación, se extrajo el DNA plasmídico de bacterias 

transformadas y se realizó la digestión de los plásmidos con las enzimas KpnI 

y BamHI. El análisis por electroforesis en geles de agarosa mostró la liberación 

del fragmento correspondiente al gen Ehccx (Figura 17B). Entonces, el 

fragmento liberado fue purificado para su posterior subclonación en el 

plásmido de expresión en E. histolytica pExEhNeo (pNeo) (Hamann et al, 

1995). Nuevamente, para confirmar la clonación, bacterias DH5α se 

transformaron con la construcción correspondiente (pNeo/Ehccx) y el plásmido 

obtenido de estas bacterias se digirió con las enzimas KpnI y BamHI. El 

análisis de los productos de digestión por electroforesis en geles de agarosa 

confirmó la liberación del gen Ehccx del plásmido pNeo (Figura 17C). 

Posteriormente, se realizó la secuenciación del fragmento clonado, donde se 

observó el cambio de dos nucleótidos con respecto a la secuencia 

EHI_001770 que se encuentra en la base de datos del genoma de E. 

histolytica. En el gen clonado se encontró el cambio de C por T en la posición 

220 y de A por G en la posición 328. Al analizar la secuencia de aminoácidos 

se detectó que esos cambios a nivel de nucleótidos producen modificaciones 

de los aminoácidos en las posiciones 74 (serina por prolina) y 110 (alanina por 

treonina) (Figura 18A). Estos cambios se localizan en el repetido α1, sin 

embargo, no se detectó alteraciones en la predicción de la estructura de este 

dominio al compararla con la estructura del mismo dominio de la secuencia 

EHI_001770 (Figura 18B).  
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Figura 17. Clonación y secuenciación del gen Ehccx. El gen Ehccx 

se amplificó por PCR, se clonó en el vector PCR 4 TOPO y se subclonó en el 

vector pNeo. (A) Producto de PCR usando DNA genómico como molde y una 

DNA polimerasa de alta fidelidad. Carril 1, Marcador 1kb; Carril 2, amplificado 

del gen completo Ehccx (1542 pb); Carril 3, PCR sin molde. (B) Clonación en 

PCR 4 TOPO. El DNA plasmídico aislado de bacterias transformadas con la 

ligación de PCR 4 TOPO/Ehccx se digirió con las enzimas BamHl y Kpnl y los 

productos se analizaron por electroforesis en geles de agarosa teñidos con 

bromuro de etidio. Carril 1, plásmido TOPO/Ehccx digerido con la enzima 

BamHl; Carril 2, plásmido TOPO/Ehccx digerido con las enzimas BamHl y 

Kpnl. (C) El DNA plasmídico aislado de bacterias transformadas con la ligación 

pNeo/Ehccx se digirió con las enzimas  
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BamHl y Kpnl y los productos se analizaron por electroforesis en geles 

de agarosa teñidos con bromuro de etidio. (D) Electroferograma 

correspondiente a la secuenciación del gen clonado. Los cambios con 

respecto a la secuencia EHI_00170 (nucleótidos 220 y 328) están indicados 

con letras rojas (T, G). 

Así, la construcción pNeo/Ehccx se usó para transfectar trofozoítos de 

E. histolytica (trofozoítos pNeo/EhCCX). Para comprobar la sobreexpresión del 

gen Ehccx se realizaron ensayos de qRT-PCR, los cuales mostraron que los 

trofozoítos transfectados expresaron 3.5 veces más el transcrito Ehccx, con 

respecto a los trofozoítos control transfectados con el vector vacío (trofozoítos 

pNeo) (Figura 19A). Por otro lado, ensayos de Western blot mostraron que la 

proteína EhCCX se expresó 2.8 veces más en los trofozoítos pNeo/EhCCX 

que en los trofozoítos pNeo (Figura 19B).  

Posteriormente, para confirmar que EhCCX participa en el flujo de Ca2+, 

se analizaron los niveles de calcio citosólico en los trofozoítos transfectados 

(pNeo y pNeo/EhCCX) usando Fluo-4 AM, una molécula que exhibe un 

incremento en la fluorescencia al unirse al calcio, y citometría de flujo. En las 

células que sobreexpresaron el intercambiador la intensidad de fluorescencia 

fue aproximadamente dos veces mayor con respecto a la que mostró el control 

(pNeo) (Figura 20A). Estos resultados confirman que EhCCX participa en el 

flujo del ion calcio en los trofozoítos de E. histolytica, ya que la mayor expresión 

del intercambiador produjo una mayor entrada de este ion al citosol.  

 

11.8 La sobreexpresión de EhCCX retarda la muerte celular programada 

inducida por peróxido de hidrógeno 

Para analizar el papel de EhCCX en el flujo de calcio durante la muerte 

celular programada, a trofozoítos conteniendo el indicador Fluo-4 AM se les 

adicionó1mM de H2O2 y se midió la intensidad de fluorescencia cada 40 s. En 

las células pNeo la intensidad de fluorescencia aumentó gradualmente hasta 

los 280 s. Sin embargo, en las células pNeo/EhCCX la intensidad de 

fluorescencia aumentó después de 40 s de incubación con H2O2, pero 
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posteriormente la señal disminuyó progresivamente, hasta que después de 

400 s la intensidad de fluorescencia fue similar a la de las células pNeo en la 

condición basal (Figura 20B). Estos resultados confirman el papel de EhCCX 

en el transporte de calcio, debido a que la mayor expresión del intercambiador 

produce una mayor entrada de calcio en condiciones basales y mejora la 

expulsión del calcio citosólico durante la muerte celular programada inducida 

por H2O2. 

En concordancia con el incremento en la extrusión de calcio de los 

trofozoítos pNeo/EhCCX durante la incubación con H2O2, la muerte celular de 

estos parásitos después de 30 y 60 min de exposición a este compuesto fue 

significantemente menor a la de las células pNeo (Figura 20C). Sin embargo, 

no se observó diferencia en la muerte celular después de los 90 min de 

tratamiento (Figura 20C). Estos resultados siguieren que la mayor expulsión 

del calcio citosólico mediada por el intercambiador sobreexpresado retardó la 

muerte celular programada de los trofozoítos.  

 

11.9 La sobreexprsión de EhCCX incrementa la virulencia in vitro 

Por otra parte, con el fin de analizar el papel del flujo de calcio a través 

de EhCCX en la virulencia in vitro de E. histolytica se evaluó la eritrofagocitosis, 

la actividad citopática y la migración de los trofozoítos pNeo/EhCCX. Los 

resultados mostraron un incremento significativo en la tasa de eritrofagocitosis 

de las células pNeo/EhCCX comparadas con pNeo (Figura 21A). En estos 

trofozoítos también aumentó la actividad citopática, ya que la capacidad de 

destrucción de monocapas de células MDCK fue más del doble que la de las 

células control (pNeo) (Figura 21B). Finalmente, para evaluar el impacto de la 

sobreexpresión de la proteína EhCCX en la movilidad de los trofozoítos, estos 

se colocaron en la parte superior de un transwell y despues de 3 h se contó el 

número de trofozoítos que fueron capaces de migrar hacia la parte inferior de 

la cámara siguiendo un estímulo de suero. Notablemente, la migración de los 

trofozoítos pNeo/EhCCX se incrementó casi cuatro veces en comparación con 

pNeo (Figura 21C). Todos estos resultados respaldan la hipótesis de que el 
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flujo de Ca2+ mediado por EhCCX participa en la virulencia in vitro de E. 

histolytica. 

 

 

Figura 18. Comparación de las secuencias de aminoácidos de 

EHI_001770 y EhCCX. (A) Comparación de la secuencia de aminoácidos 

deducidas de EHI_001770 de AmoebaDB y del gen obtenido en este trabajo 

(EhCCX). Los Cambios en los residuos 74 y 110 se muestran sombreados. (B) 

Comparación estructural del repetido α1 de ambas proteínas. En el traslape, 

los segmentos en amarillo indican los sitios donde se encuentran los 

aminoácidos diferentes entre ambas proteínas.  
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Figura 19. Sobreexpresión de EhCCX en trofozoítos de E. histolytica. El 

gen Ehccx completo se clonó en el vector pNeo y con la construcción obtenida 

se transfectaron trofozoítos de E. histolytica (células pNeo/EhCCX). 

Trofozoítos transfectados con el vector vacío fueron usados como control 

(pNeo). (A) Se extrajo RNA de trofozoítos de E. histolytica para realizar 

ensayos de qRT-PCR. El gen codificante de la proteína S2 de la subunidad 

ribosomal 40S se utilizó como gen normalizador. La expresión relativa fue 

determinada usando el método 2-ΔΔct. En la parte superior se muestra la curva 

Melt que demuestra la especificidad del amplificado del transcrito Ehccx. (B) 

Ensayos de Western blot de trofozoítos transfectados usando el anticuerpo α-

EhCCX. Como control interno se utilizó el anticuerpo α-actina. Las bandas 

detectadas por el anticuerpo α-EhCCX se analizaron por densitometría y los 

datos fueron normalizados con respecto al contenido de actina. La expresión 

relativa de los trofozoítos con el vector vacío fue tomada arbitrariamente como 

1. Los datos fueron expresados con la media ± el error estándar de tres 

experimentos independientes.  
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Figura 20. Calcio citosólico y muerte celular programada en trofozoítos 

que sobrexpresan EhCCX. (A) Los niveles de calcio citosólico de trofozoítos 

transfectados con pNeo y pNeo/EhCCX en condiciones basales se determinó 

utilizando el sensor de calcio Fluo 4-AM. (B) Trofozoítos transfectados con 

pNeo y pNeo/EhCCX se cargaron con Fluo 4-AM y posteriormente se 

incubaron con 1 mM de peróxido de hidrogeno. Entonces, la intensidad de 

fluorescencia se midió cada 40 s. (C) Los trofozoítos pNeo/EhCCX y pNeo se 

incubaron con 1 mM de peróxido de hidrogeno y la viabilidad de los trofozoítos 

se determinó a diferentes tiempos mediante la técnica de exclusión de azul 

tripano. Los datos son expresados como la media ± el error estándar de tres 

ensayos independientes realizados por duplicado.  
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Figura 21. Efecto de la sobreexpresión de EhCCX en la virulencia in vitro. 

(A) Eritrofagocitosis. Trofozoítos pNeo y pNeo/EhCCX se incubaron con 

eritrocitos a 37 °C durante 5, 10, 15 y 30 minutos. Entonces, los eritrocitos no 

ingeridos se lisaron mediante la incubación por 10 min con ácido acético al 

3%, después de varios lavados con PBS, los trofozoítos se lisaron con ácido 

fórmico y la liberación de hemoglobina de los eritrocitos ingeridos se determinó 

por la absorbancia a 405 nm. (B) Efecto citopático. Monocapas de células 

MDCK se incubaron con trofozoítos pNeo y pNeo/EhCCX durante 2 h a 37 °C 

y la destrucción de las monocapas se evaluó como se describe en Materiales 

y Métodos. (C) Migración. Trofozoítos pNeo y pNeo/EhCCX en medio libre de 

suero se colocaron en la parte superior de la cámara de migración y en la parte 

inferior de la cámara se colocaron 500 μl de medio completo. Los trofozoítos 

se incubaron por 3 h a 37 °C y la migración se determinó contando los 

trofozoítos presentes en la parte inferior de la cámara. Los datos son 

expresados como la media ± el error estándar de tres experimentos 

independientes realizados por duplicado.   

 



 

92 
 

12 DISCUSIÓN  

El ion calcio es un segundo mensajero que participa en diferentes vías 

de señalización que desencadenan diversas funciones celulares (Berridge et 

al, 2003). Para que la señalización por calcio se realice de manera adecuada, 

su concentración en el citosol debe ser finamente regulada y para ello las 

células tienen varias proteínas que funcionan en el transporte del ion al citosol, 

al espacio extracelular o a otros compartimentos, como el retículo 

endoplásmico, aparato de Golgi, núcleo, mitocondrias y acidocalcisomas 

(Berridge et al, 2003; Moreno & Docampo, 2003). Estas proteínas incluyen 

canales de calcio, ATPasas e intercambiadores, entre otras (Giladi et al, 2016). 

La concentración citoplásmica de Ca2+ libre en reposo debe mantenerse en 

aproximadamente 100 nM y después de la señalización inducida por la entrada 

masiva de calcio, los niveles del ion deben reestablecerse a esos niveles. La 

expulsión de Ca2+ hacia el exterior se realiza principalmente por ATPasas de 

calcio de la familia PMCA y por los intercambiadores catión/calcio (Berridge et 

al, 2003). Las PMCAs tienen una alta afinidad por calcio, pero bajo transporte; 

por el contrario, los intercambiadores tienen baja afinidad a calcio, pero alto 

transporte (Blaustein & Lederer, 1999). En consecuencia, las PMCAs 

participan en el mantenimiento de las concentraciones citosólicas de Ca2+ en 

reposo, mientras que los intercambiadores están involucrados en la 

restauración de la concentración citoplásmica de Ca2+ después de su 

incremento durante la señalización (Harper & Sage, 2016).  

La superfamilia de intercambiadores catión/calcio transportan Ca2+ a 

través de un gradiente electroquímico acoplado al intercambio de diferentes 

cationes, como H+ (familias YRBG y CAX), Na+ (familia NCX), Na++ K+ (familia 

NCKX) y Na+ o Li+ (familia CCX) (Emery et al, 2012; Lytton, 2007). Todos estos 

intercambiadores comparten estructuras similares, incluyendo dos dominios 

llamados α-repetidos, los cuales están involucrados en los eventos de unión y 

transporte de los iones (Giladi et al, 2016). Las diferencias en los residuos 

involucrados en la coordinación de los iones son responsables de la 

divergencia en la selectividad de las diversas familias (Refaeli et al, 2016). 
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La señalización por calcio también está involucrada en la invasión del 

huésped por diferentes parásitos protozoarios (Lu et al, 1997; Moreno & 

Docampo, 2003; Ravdin et al, 1985b). Para los apicomplexa se ha descrito la 

presencia de varios genes que codifican ATPasas de calcio, uno para el tipo 

SERCA y varios para el tipo SPCA/PRM1 (Nagamune & Sibley, 2006). Para T. 

gondii se ha descrito una ATPasa del tipo PMCA, la cual se localiza tanto en 

la membrana plasmática, como en la membrana de acidocalcisomas (Luo et 

al, 2005; Luo et al, 2001). Por su parte, los trypanosomatidos contienen 

canales de calcio tipo VGCC y TRP, cuatro genes para ATPasas del tipo 

PMCA localizados en la membrana plasmática y/o en acidocalcisomas, dos 

ATPasas del tipo SERCA y un receptor a IP3 localizado en acidocalcisomas 

(Ramakrishnan & Docampo, 2018). En T. vaginalis se ha encontrado que este 

parasito posee cuatro ATPasas de calcio, una de las cuales corresponde al 

tipo de SERCA (Meade et al, 1997; Shah et al, 2002), mientras que poco se 

sabe de las proteínas que participan en el flujo de calcio en Giardia lamblia, 

donde solo se ha reportado que los trofozoítos contienen un compartimento de 

almacenaje de calcio sensible a tapsigargina, sugiriendo la presencia de una 

ATPasa de calcio del tipo SERCA (Reiner et al, 2003). 

Con respecto a la presencia de intercambiadores de calcio en parásitos 

protozoarios, T. gondii, Cryptosporidium spp. y Plasmodium spp. contienen 

ortólogos de intercambiadores H+/Ca2+ (CAX) encontrados en plantas y 

levaduras, pero no en animales. De manera contraria, los intercambiadores 

Na+/Ca2+, los cuales son más comunes en animales, no se encontraron en 

estos parásitos (Nagamune & Sibley, 2006).  Interesantemente, se ha 

determinado que la proteína CAX de P. berghei participa en el desarrollo y 

diferenciación del oocineto (Guttery et al, 2013). Por otro lado, evidencias 

bioquímicas sugieren que los trypanosomatidos tienen un intercambiador 

H+/Ca2+ (Vercesi et al, 1994), el cual se propone está involucrado en la 

liberación de calcio inducido a su vez por el incremento de sodio mediado por 

un intercambiador H+/Na+ (Vercesi & Docampo, 1996). En concordancia, en 

nuestro análisis in silico encontramos un gen que codifica para un posible 
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intercambiador de H+/Ca2+ en Leishmania mexicana. Nuestro análisis también 

permitió la identificación de un posible intercambiador de H+/Ca2+ en T. 

vaginalis; sin embargo, no se ha reportado hasta la fecha la presencia de 

intercambiadores del tipo Na+/Ca2+ en parásitos protozoarios.  

El ion calcio también tiene un papel importante en la biología de E. 

histolytica. Se ha reportado que bloqueadores de canales de calcio como el 

bepridil y verapamil inhiben la adhesión la fagocitosis y el efecto citopático 

(Carbajal et al, 1996; Ravdin et al, 1985a), aunque hasta el momento no se 

han identificado canales de calcio en el parásito. También se conoce que la 

señalización por calcio participa en el crecimiento y diferenciación de E. 

histolytica y E. invadens (Makioka et al, 2002; Makioka et al, 2001), así como 

en la transcripción mediada por el factor URE3BP (Gilchrist et al, 2003). A 

pesar de la importancia del calcio en la biología de E. histolytica, poco se 

conoce acerca de las proteínas que participan en la homeostasis de este ion. 

En un análisis del genoma de este parásito se buscaron proteínas con 

dominios de unión a calcio EF-hand (Bhattacharya et al, 2006). Mediante esta 

estrategia se identificaron 27 proteínas de unión a calcio (CaBPs, por sus 

siglas en inglés), muchas de ellas con tres o cuatro dominios EF-hand, pero 

sin ningún otro motivo, sugiriendo que ellas participan como sensores de calcio 

y algunas al unir el ion pueden sufrir cambios conformacionales para la 

activación de otras proteínas río abajo de diferentes vías de señalización 

(Bhattacharya et al, 2006). Interesantemente, una de estas proteínas (CaBP1) 

se asocia de manera transitoria a bocas fagocíticas, independientemente de 

su unión a calcio, sugiriendo su participación en este evento relacionado a la 

patogenicidad del microorganismo (Jain et al, 2008). Por otra parte, nuestro 

grupo de trabajo identificó al menos cinco ATPasas de calcio, de las cuales 

tres pertenecen a la familia de las bombas de calcio de membrana plasmática 

(PMCA) y dos a ATPasas organelares (Martinez-Higuera et al, 2013). Dos de 

las PMCAs fueron identificadas previamente entre las proteínas de superficie 

localizadas en la región del uropodo durante la incubación con suero de 

pacientes con amibiasis (Marquay Markiewicz et al, 2011), sugiriendo su 
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localización en la membrana plasmática y por lo tanto su participación en el 

transporte de calcio del citoplasma al medio extracelular. Sin embargo, la otra 

PMCA no de detectó en la membrana plasmática, sino en vacuolas cercanas 

a la periferia de los trofozoítos (Ghosh et al, 2000), por lo que su función se 

desconoce. En un análisis filogenético una ATPasa de calcio de E. histolytica 

se agrupó con bombas del tipo SERCA y ensayos de inmunofluorescencia 

determinaron su co-localización con el marcador de retículo endoplásmico 

calreticulina, confirmando que se trata de SERCA (EhSERCA) (Martinez-

Higuera et al, 2013). La proteína ortóloga de E. invadens (EiSERCA) también 

se localizó en el retículo endoplásmico e inhibidores específicos de SERCA 

(tapsigargina y ácido ciclopizónico) afectaron negativamente el proceso de 

enquistamiento, sugiriendo que el flujo de calcio a través de SERCA participa 

en este evento de diferenciación en Entamoeba spp. (Martinez-Higuera et al, 

2015). La otra ATPasa de calcio organelar se agrupó con bombas de la familia 

SPCA/PRM1 y estudios recientes confirmaron su localización en el aparato de 

Golgi, soportando la hipótesis de que se trata de una ATPasa del tipo SPCA 

(EhSPCA) (Rodriguez et al, 2018). 

En nuestros estudios de maestría se identificó a un posible 

intercambiador de calcio en E. histolytica (Valle-Solis, 2013). En el presente 

trabajo encontramos que este intercambiador tiene una alta similitud con 

miembros de la familia CCX y además contiene los mismos residuos de 

aminoácidos involucrados en el transporte de calcio, sodio y litio en un 

miembro de la familia CCX (NCLX de humano), por lo que al intercambiador 

amibiano lo llamamos EhCCX.  

Se sabe que la concentración intracelular de litio es muy baja (0.6- 0.8 

mM), por lo que el hallazgo del transporte de este ión por los miembros de 

NCLX puede no ser fisiológicamente relevante, más bien puede estar 

relacionado con algunas propiedades funcionales de este tipo de 

transportadores. Por ejemplo, se conoce que el transporte de Ca2+ mediado 

por miembros de la familia NCX es inducido por un gradiente de Na+ y un 

potencial de membrana bajo (aproximadamente -70 mV), mientras que el flujo 
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de calcio realizado por NCLX está promovido principalmente por un potencial 

de membrana mucho más pronunciado (aproximadamente -200 mV) (Roy et 

al, 2017). 

Basados en los datos de estudios de entrecruzamiento, se propuso un 

modelo estructural para los intercambiadores Na+/Ca2+, conformado por 10 

dominios transmembranales (Nicoll et al, 1999). En este modelo existe un asa 

larga de alrededor de 500 aminoácidos entre los segmentos transmembrana 5 

y 6 que se localiza en la región citoplásmica, Dicha asa es responsable de la  

regulación de la actividad del transporte de iones por la unión de varios 

mensajeros citoplásmicos, como protones, NO, PIP2, fosfoarginina, 

fosfocreatinina, ATP e inhibidores endógenos (Khananshvili, 2013). En NCLX 

el tamaño de esta asa es de mucho menor tamaño (163 aa) y no contiene los 

dominios de unión a esos reguladores. Interesantemente, en EhCCX esa asa 

también es corta (163 aa), sugiriendo que esta proteína, como los miembros 

de la familia CCX, no tiene dominios de control para la regulación secundaria 

en el transporte de iones.  

El intercambiador NCXL de humano se localiza en la membrana interior 

de la mitocondria (Palty et al, 2010), donde realiza la extrusión de calcio de 

este organelo (Pathak & Trebak, 2018). Se ha sugerido que NCLX se 

encuentra enriquecido en las mitocondrias de los astrocitos y que es un 

regulador de la homeostasis del calcio en células excitables maduras, 

regulando la liberación de glutamato, la proliferación celular y la cicatrización 

de heridas (Parnis et al, 2013), mientras que la proteína ortóloga en 

Caenorhabditis elegans (NCX-9), también de localización mitocondrial, 

participa en el desarrollo del circuito neuronal (Sharma et al, 2017). E. 

histolytica es un organismo amitocondriado y nuestros ensayos de 

inmunolocalización indicaron que EhCCX se encuentra en la membrana 

plasmática y en vacuolas cercanas a ella. De manera relevante, también se ha 

detectado a NCLX humana en la membrana plasmática de los miocitos 

ventriculares y en las células pancreáticas β (Cai & Lytton, 2004; Han et al, 

2015). De hecho, se ha reportado que en células pancreáticas β, NCLX de 
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membrana plasmática está involucrado en el flujo de calcio que contribuye al 

reclutamiento de vesículas para la exocitosis en respuesta a la despolarización 

repetitiva (Han et al, 2015). De igual manera, el EhCCX localizado en la 

superficie de los trofozoítos puede participar en el flujo de calcio a través de la 

membrana plasmática. Esta hipótesis es respaldada por el incremento de su 

expresión en los trofozoítos expuestos a H2O2 y por la mayor extrusión de 

calcio citosólico en trofozoítos que sobrexpresan EhCCX durante la incubación 

con H2O2 y que retarda la muerte celular de lo trofozoítos.  

Por otro lado, nuestros resultados indican que EhCCX puede participar 

en la virulencia de la amiba. esta hipótesis es respaldada por: 1) los niveles de 

expresión de esta proteína son mayores en la amiba patógena E. histolytica 

que en la amiba no patógena E. dispar; 2) EhCCX se relocaliza durante la 

fagocitosis; y 3) la sobreexpresión de EhCCX aumenta las propiedades de 

virulencia in vitro en los trofozoítos, tales como la fagocitosis, la destrucción de 

monocapas de células de mamífero y la migración.  

En estudios realizados en ratones transgénicos se ha reportado que la 

sobreexpresión de NCX incrementa la frecuencia cardiaca mediada por beta-

adrenérgicos (Kaese et al, 2017) y aumenta la relajación de fondo gástrico 

(Fujimoto et al, 2016). Similarmente, la sobreexpresión de EhCCX aumentó la 

virulencia in vitro de los trofozoítos de E. histolytica. Nosotros hipotetizamos 

que, dado que los intercambiadores catión/Ca2+ pueden revertir el transporte 

de iones bajo ciertas condiciones (Harper & Sage, 2016), los diferentes 

estímulos involucrados en la virulencia de E. histolytica podrían incrementar la 

entrada al citosol de Ca2+ vía EhCCX, extendiendo el periodo de niveles altos 

del ion en el citoplasma, manteniendo la respuesta a la señal. Esta sugerencia 

se basa en el hecho de que se ha demostrado que el mecanismo de entrada 

de Ca2+ vía NCX es responsable del aumento en la actividad contráctil del 

musculo liso de la vejiga urinaria de ratones transgénicos que sobreexpresan 

NCX 1.3 (Yamamura et al, 2013). 
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13 CONCLUSIÓN  

En este trabajo identificamos un intercambiador catión/calcio en E. 

histolytica que pertenece a la familia CCX (EhCCX), que se localiza 

principalmente en la membrana plasmática de los trofozoítos y que participa 

en la virulencia in vitro.   

 

14 PERSPECTIVAS 

1) Analizar la participación de EhCCX en la virulencia in vivo. 

2) Identificar las proteínas que interaccionan con EhCCX. 

3) Analizar los mecanismos de la relocalización de EhCCX durante la fagocitosis.  

4) Investigar las propiedades electrofisiológicas de EhCCX. 
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