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ABSTRACT 
 

The retromer is a highly conserved eukaryotic complex formed by Vps26, Vps29, 

Vps35 and the SNX-BAR dimer. Its function is protein recycling from the endosomes 

to the trans-Golgi network or the plasma membrane. In this work, we studied, the 

Entamoeba histolytica Vps35 protein (EhVps35) role in the recycling of proteins 

associated to the plasma membrane, and the relation of EhVps35 with phagocytosis, 

migration, secretion and tissue invasion; as well as the relationship of EhVps35 with 

the endosomal sorting complex required for transport (ESCRT) machinery and 

adhesion process. Confocal microscopy assays revealed that EhVps35 is located in 

the plasmatic and endosomal membranes. During phagocytosis assays, EhVps35 

follows the target cell from the moment it is in contact with the trophozoites, in 

phagocytic cups and channels, phagosomes and multivesicular bodies (MVBs). 

Molecular docking analyses, immunoprecipitation assays, and microscopy studies 

revealed that EhVps35 interacts with the EhTom1 (ESCRT-0), EhVps23 (ESCRT-I), 

EhVps32 (ESCRT-III), EhADH (ESCRT accessory proteins), Gal/GalNac lectin, and 

actin, proteins. Mass spectrometry analysis revealed that EhVps35 interacts with at 

least 300 proteins that participate in vesicle trafficking, secretion, migration and 

phagocytosis. Knock-down of the Ehvps35 gene induced a decrease in protein 

recycling, as well as impairments in the efficiency of adhesion and the rate of 

phagocytosis, as well disorganization of the actin cytoskeleton, decreased the 

migration and tissue invasion. EhVps35 is involved in the recycling of EhADH and 

Gal/GalNac, two molecules highly involved in virulence. The ESCRT complex 

selects ubiquitinated proteins for sorting into MVBs, and it is involved in protozoan 

parasite virulence mechanisms. Laser confocal and transmission electron 

microscopy images, as well as secretion assays reveled that EhVps35 is secreted 

in vesicles together with EhVps23 and EhADH. This interaction was confirmed by 

molecular docking analysis, evidencing the association between these complexes. 

Knock-down of the Ehvps35 gene impacts the cellular localization of ubiquitin, 

EhVps23 (ESCRT-I) and EhVps32 (ESCRT-III) proteins; and decrease MVBs 

formation. Our results taken together strongly suggest that EhVps35 is a key factor 

in E. histolytica virulence mechanisms, due to its interaction with ESCRT and other 

regulatory proteins involved in vesicle trafficking, secretion, migration, cell 

proliferation and tissue damage. 
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RESUMEN 
 

El retrómero es un complejo eucariota altamente conservado formado por Vps26, 

Vps29, Vps35 y un dímero SNX-BAR. Su función es el reciclaje de proteínas desde 

los endosomas a la red trans-Golgi o la membrana plasmática. En este trabajo, se 

estudió el papel de la proteína EhVps35 en el reciclaje de proteínas asociadas a la 

membrana plasmática y su impacto en mecanismos de virulencia de Entamoeba 

histolytica; asi como la relación de EhVps35 con la maquinaria ESCRT (por sus 

siglas en inglés endosomal sorting complex required for transport) y el proceso de 

adhesión. Los ensayos de microscopía confocal revelaron que EhVps35 se 

encuentra en las membranas plasmática y endosómica; mientras que, durante la 

fagocitosis, se localizó en los sitios de contacto con los eritrocitos, copas y canales 

fagocíticos, fagosomas y MVBs (por sus siglas en inglés multivesicular bodies). El 

análisis de espectrometría de masas reveló que EhVps35 interactúa con al menos 

300 proteínas que participan en el tráfico vesícular, secreción, migración y 

fagocitosis. Los análisis de acoplamiento molecular, inmunoprecipitación y 

microscopía revelaron que EhVps35 interactúa con las proteínas EhTom1 (ESCRT-

0), EhVps23 (ESCRT-I), EhVps32 (ESCRT-III), EhADH (proteína accesoria de 

ESCRT), lectina Gal/GalNac y actina. El knock-down del gen Ehvps35 indujo una 

disminución en el reciclaje de proteínas, así como una reducción en la tasa de 

adhesión y fagocitosis, la desorganización del citoesqueleto de actina, la disminuyó 

en la migración e invasión tisular. EhVps35 está involucrada en el reciclaje de 

EhADH y Gal/GalNac, dos moléculas altamente involucradas en la virulencia. 

Además, en este trabajo, se estudió la relación entre el retrómero y la maquinaria 

ESCRT. El complejo ESCRT, selecciona proteínas ubiquitinadas para su 

clasificación en cuerpos multivesiculares (MVBs). Imágenes de microscopía 

electrónica de transmisión y confocal, así como ensayos de secreción, revelaron 

que EhVps35 se secreta en vesículas junto con EhVps23 y EhADH. El knock-down 

del gen Ehvps35 impactó la localización celular de las proteínas ubiquitina, EhVps23 

(ESCRT-I) y EhVps32 (ESCRT-III); y disminuyó la formación de MVBs. Nuestros 

resultados en conjunto sugieren que EhVps35 es un factor clave en los mecanismos 

de virulencia de E. histolytica, debido a su interacción con ESCRT y otras proteínas 

involucradas en el tráfico de vesículas, la secreción, la migración, la proliferación 

celular y el daño tisular. 
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1. INTRODUCCIÓN  
 

1.1 Tráfico vesicular en eucariontes 
 
El tráfico vesicular es el proceso que media el transporte y la clasificación de 

moléculas para su degradación o reciclaje. Dicho proceso, toma su nombre del 

transporte de estructuras circulares delimitadas por una doble membrana, 

denominadas vesículas (Sorkin and Von Zastrow, 2002; Alberts et al., 2016; 

Brodin and Shupliakov, 2018). 

 
El tráfico vesicular se puede explicar de forma simplificada en dos categorías, la 

vía secretora y la vía endocítica. La vía secretora es el movimiento de vesículas 

formadas a partir de un tipo de membrana intracelular (membranas de los 

organelos celulares) con un tráfico en dirección hacia el exterior de la célula 

(exocitosis) o hacia los organelos (Figura 1, flecha verde) (Sorkin and Von 

Zastrow, 2002; Vassilieva and Nusrat, 2008). En cambio, la vía endocítica o 

endocitosis es el movimiento de vesículas formadas de la membrana plasmática 

en dirección a algún destino que se ubica dentro de la célula (Figura 1, flecha 

roja) (Sorkin and Von Zastrow, 2002; Vassilieva and Nusrat, 2008).  

 
La vía endocítica y la vía secretora son eventos celulares que involucran 

procesos de fusión y fisión de las membranas plasmática e intracelulares, lo cual, 

modifica la composición y el área superficial de las mismas (Gundelfinger et al., 

2003; Alberts et al., 2016). Ambos tipos de membranas son bicapas lipídicas 

compuestas por una variedad de lípidos y proteínas, los cuales se distribuyen 

heterogéneamente formando dominios en las membranas (Edidin, 2003). La 

presencia de proteínas en las membranas es esencial para: la internalización o 

secreción de iones (sodio, potasio, calcio, cloro, etc.) y/o moléculas (azúcares, 

aminoácidos, ADP, ATP, etc.), mediante proteínas que forman poros o canales 

en la membrana; la señalización intra y extracelular, con proteínas que actúan 

como receptores de un ligando; y el transporte de moléculas hacia organelos o 

hacia la membrana plasmática, mediante  proteínas adaptadoras, es decir, 

proteínas que son un puente o plataforma para la interacción con otras proteínas 

(Gundelfinger et al., 2003; Alberts et al., 2016).
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Figura 1.  Tráfico vesicular en células eucariontes.  

Esquema general de los dos grandes eventos del tráfico vesicular, la vía endocítica (flechas azules) y la vía 
exocítica (flechas verdes). En flechas grises se muestra el reciclaje de proteínas. Imagen modificada de Alberts et 
al., 2016. 
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1.1.1 La vía secretora 
 
La vía secretora o exocitosis es el transporte de moléculas en vesículas hacia la 

membrana plasmática (Vassilieva and Nusrat, 2008; Alberts et al., 2016; Christ 

et al., 2017). En la mayoría de las células eucariontes, existe un organelo 

denominado retículo endoplásmico, el cual se encarga de la síntesis de 

proteínas, la síntesis de lípidos y el almacenamiento intracelular de Ca2+ (Alberts 

et al., 2016). La gran mayoría de estas proteínas son transportadas en vesículas 

recubiertas por la proteína COPII (por sus siglas en inglés Coat protein complex 

II), la cual es una señal para su direccionamiento al aparato de Golgi (Nickel and 

Rabouille, 2008; Brandizzi and Barlowe, 2013). Las proteínas en el aparato de 

Golgi se transportan hacia la membrana plasmática en vesículas (Nickel and 

Rabouille, 2008; Brandizzi and Barlowe, 2013). 

 
El exosoma, un tipo de vesículas de la vía secretora originado por la maquinaria 

ESCRT, tiene como principal función el transporte de productos celulares hacia 

la membrana plasmática, donde la fusión de la membrana exosomal y plasmática 

permite liberar el contenido exosomal al espacio extracelular, evento que se 

conoce como exocitosis secretora (Chieregatti and Meldolesi, 2005; Brandizzi 

and Barlowe, 2013). Sin embargo, algunos exosomas únicamente se transportan 

hacia la membrana plasmática sin secretar su contenido al medio extracelular; de 

esta manera las proteínas de la membrana exosomal se translocan a la 

membrana plasmática sin la fusión de ambas membranas, en un proceso 

conocido como exocitosis no secretora (Chieregatti and Meldolesi, 2005).  

 
La vía secretora también implica el transporte de vesículas hacia otras 

estructuras celulares, el ejemplo mejor descrito y de relevancia para este 

proyecto es el transporte de hidrolasas lisosomales del aparato de Golgi a los 

endosomas tempranos y tardíos (Gundelfinger et al., 2003; Vassilieva and 

Nusrat, 2008; Alberts et al., 2016; Christ et al., 2017). 
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1.1.2 Vía endocítica 
 
La vía endocítica o endocitosis es el evento celular mediante el que se 

internalizan y transportan moléculas en vesículas denominadas endosomas 

(Sorkin and Von Zastrow, 2002). La endocitosis se inicia con la formación de 

concavidades (invaginaciones) en dominios específicos de la membrana 

plasmática. La formación de invaginaciones requiere de la presencia de dos tipos 

de proteínas, las que se asocian a la membrana y aquellas que tienen la 

capacidad de polimerizarse (unirse con otras proteínas iguales) como la clatrina 

(Sorkin and Von Zastrow, 2002; Vassilieva and Nusrat, 2008). La polimerización 

de proteínas como la clatrina, hace que la curvatura de la invaginación en la 

membrana sea más pronunciada, dando paso a una estructura circular que 

finalmente será separada de la membrana plasmática y dará origen al endosoma 

(Vassilieva and Nusrat, 2008). Una variante de la endocitosis es la fagocitosis, 

evento que implica la formación de proyecciones de la membrana plasmática 

alrededor de la célula o partículas mayores a 0.5 µm que se van a internalizar 

(Flannagan et al., 2012; Gordon, 2016). Las proyecciones de la membrana y la 

posterior formación del endosoma es también resultado de los rearreglos del 

citoesqueleto de la célula (Flannagan et al., 2012; Gordon, 2016). 

 

La membrana endosomal pasa por un proceso gradual e irreversible de 

adquisición, pérdida y recambio de múltiples proteínas, destacando entre ellas la 

familia de proteínas Rab, un tipo de GTPasas (enzimas con la capacidad de 

hidrolizar GTP), que por su unión específica a la membrana endosomal en su 

estado activo (Rab unida a GTP), se consideran marcadores del proceso de 

maduración endosomal (paso de endosoma temprano a tardío) (Vassilieva and 

Nusrat, 2008; Balderhaar et al., 2010; Alberts et al., 2016; Liu, 2016). 

Particularmente, la proteína Rab5 es un marcador de endosomas tempranos, en 

tanto que Rab7 se asocia a la membrana de endosomas tardíos (Alberts et al., 

2016). El proceso de maduración endosomal tiene como fin clasificar el contenido 

endosomal (carga) hacia la degradación o el reciclaje. Los eventos celulares que 

se presentan durante la maduración endosomal son: (a) acidificación progresiva 

del endosoma temprano; (b) clasificación de la carga endosomal para su 
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destrucción (degradación) o para su direccionamiento hacia otras estructuras 

celulares (reciclaje); y (c) transporte de proteínas desde el aparato de Golgi al 

endosomas tempranos y tardíos por la vía secretora (Figura 2) (Okada and 

Nozaki, 2006; Vassilieva and Nusrat, 2008; Alberts et al., 2016).  

 
El proceso de acidificación durante la maduración endosomal (aproximadamente 

hasta pH 6) se lleva a cabo por una ATPasa de tipo V o bomba vacuolar de iones 

ubicada en la membrana endosomal, la cual, bombea H+ del citosol al lumen del 

endosoma, reduciéndose el pH progresivamente (Figura 2) (Flannagan et al., 

2012; Alberts et al., 2016; Gordon, 2016).  

 
La clasificación de las proteínas del endosoma hacia su degradación inicia con 

la adición de la proteína ubiquitina (Raiborg and Stenmark, 2009; Alberts et al., 

2016). Dicha proteína, se une a la porción citosólica de proteínas 

transmembranales presentes en la membrana endosomal, por la acción de una 

ligasa de ubiquitina, en un proceso denominado ubiquitinación (Raiborg and 

Stenmark, 2009; Alberts et al., 2016). La ubiquitina es la señal para el 

reconocimiento de las proteínas que se degradarán en el proteosoma o en el 

lisosoma (Okada and Nozaki, 2006; Vassilieva and Nusrat, 2008; Raiborg and 

Stenmark, 2009; Alberts et al., 2016). La degradación de proteínas en el lisosoma 

inicia con el reconocimiento de la etiqueta de ubiquitina por la maquinaria proteíca 

ESCRT (por sus siglas en inglés Endosomal Sorting Complex Required for 

Transport), un conjunto de proteínas que remodelan la membrana endosomal 

para formar vesículas intra-endosomales (Figura 2) (Okada and Nozaki, 2006; 

Vassilieva and Nusrat, 2008; Alberts et al., 2016). Estas estructuras celulares 

denominadas cuerpos multivesiculares (MVBs, por sus siglas en inglés 

Multivesicular Bodies) se fusionan a un lisosoma, evento que libera las vesículas 

intra-endosomales para que sean degradadas en el lumen del lisosoma (Okada 

and Nozaki, 2006; Raiborg and Stenmark, 2009; Alberts et al., 2016).  

 
El transporte de proteínas desde el aparato de Golgi a endosomas tempranos y 

tardíos es el punto de convergencia de la vía secretora y la vía endocítica (Figura 

2) (Vassilieva and Nusrat, 2008; Alberts et al., 2016; Christ et al., 2017). Dicha 
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convergencia propicia que los endosomas tengan proteínas transmembranales 

con funciones en el aparato de Golgi (Figura 2, rojo) o en la membrana plasmática 

(Figura 2, verde) que deben regresar a su ubicación original por un proceso de 

reciclaje (Figura 2, flecha amarilla) (Gundelfinger et al., 2003; Saftig and 

Klumperman, 2009; Alberts et al., 2016). Las proteínas que se reciclan son 

principalmente proteínas transmembranales con una porción citoplásmica que 

interacciona con complejos proteicos específicos que median su reciclaje 

(McNally et al., 2017; Rabouille, 2017; Simonetti et al., 2017).  

 
El reciclaje de una proteína blanco se lleva a cabo por tres mecanismos 

diferentes, según el complejo proteico del que se trate. Los complejos que 

participan en el reciclaje de proteínas incluyen al heterodímero de proteínas SNX-

BAR (por sus siglas en inglés Sorting Nexins with BAR domain), el recuperador 

(del inglés retriever) y el retrómero (Okada and Nozaki, 2006; Vassilieva and 

Nusrat, 2008; Raiborg and Stenmark, 2009; Alberts et al., 2016). El complejo 

proteico retrómero media el proceso de reciclaje más estudiado y evolutivamente 

conservado entre eucariontes que se ha relacionado con múltiples procesos 

celulares (McNally et al., 2017; Rabouille, 2017; Simonetti et al., 2017).  
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Figura 2.  El reciclaje de proteínas mediado por el retrómero. 

En la membrana endosomal hay proteínas transmembranales procedentes de la vía secretora (flecha azul) y la vía 
endocítica (flecha verde). El retrómero media el reciclaje de proteínas desde el endosoma hacia el aparato de Golgi o la 
membrana plasmática (flecha rojo). El receptor de hidrolasas lisosomales (azul) funciona como proteína adaptadora para 
el transporte de su ligando hacia los endosomas y debido a la disminución del pH pierde afinidad hacia su ligando. El 
receptor de hidrolasas sin su ligando es reconocido por el retrómero y reciclado hacia el aparato de Golgi. 
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1.1.3 El retrómero 
 
El retrómero es un complejo de proteínas que lleva a cabo la recuperación de 

proteínas, generalmente transmembranales, en endosomas tempranos y tardíos 

con el propósito de evitar la degradación de estas proteínas blanco (Figura 2) 

(Bonifacino and Hurley, 2008; Brodin and Shupliakov, 2018). El retrómero media 

el proceso de reciclaje más estudiado en eucariontes (Lauffer et al., 2010; 

Koumandou et al., 2011; Harrison et al., 2014; Sangaré et al., 2016; McGough et 

al., 2018). Siendo Saccharomyces cerevisiae (levadura) y Homo sapiens 

(humanos), los organismos modelo en los que se ha descrito a detalle el proceso 

de reciclaje. En ambos organismos, el retrómero se compone de cinco proteínas 

que se arreglan en dos subunidades: (1) el complejo de reconocimiento de carga 

(CRC, por sus siglas en inglés Cargo Recognition Complex) y (2) el heterodímero 

SNX-BAR (Figura 3, A) (Bonifacino and Hurley, 2008; Koumandou et al., 2011; 

Brodin and Shupliakov, 2018). El CRC es un heterotrímero compuesto por las 

proteínas: Vps26, Vps29 y Vps35. El heterodímero SNX-BAR se compone por 

diferentes proteínas SNX-BAR en humanos y levaduras (Bonifacino and Hurley, 

2008; Cullen, 2008; Koumandou et al., 2011; Liu, 2016; Lucas et al., 2016; Brodin 

and Shupliakov, 2018) En levadura, el heterodímero de proteínas SNX-BAR está 

conformado por la unión de Vps5 y Vps17 (Seaman et al., 1997, 1998). En 

humanos, el heterodímero SNX-BAR se forma por la combinación de SNX1, 

SNX2, SNX5 y SNX6, que da la posibilidad de cuatro diferentes heterodímeros: 

SNX1/SNX5, SNX1/SNX6, SNX2/SNX5 y SNX2/SNX6 (Koumandou et al., 2011; 

Trousdale and Kim, 2015; Simonetti et al., 2017). 

 
En otros eucariontes, el retrómero está integrado generalmente por el CRC 

(Vps26, Vps29 y Vps35) y un heterodímero SNX-BAR (retrómero típico), por lo 

que se considera evolutivamente conservado (Figura 3, A) (Koumandou et al., 

2011). Cabe destacar que la mayoría de las divergencias con el retrómero antes 

descrito, se presentan en organismos unicelulares (Lauffer et al., 2010; 

Koumandou et al., 2011; Harrison et al., 2014; Sangaré et al., 2016; McGough et 

al., 2018). 
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El primer ejemplo de la discrepancia con el retrómero típico es la ausencia de 

Vps29 en el organismo Ostreococcus tauri, un alga verde unicelular con un 

retrómero integrado por Vps26, Vps35 y el heterodímero de proteínas SNX-BAR 

(Figura 3, B) (Koumandou et al., 2011).  

 
La segunda discrepancia es la presencia de SNX3 o SNX27, que funcionan como 

puente para la interacción entre el retrómero y la proteína blanco (Figura 3, C) 

(Strochlic et al., 2007; Temkin et al., 2011; McGarvey et al., 2016; Kvainickas et 

al., 2017b). El retrómero-SNX3/SNX27 se ha reportado en levadura y humano 

(Strochlic et al., 2007; Temkin et al., 2011; McGarvey et al., 2016; Kvainickas et 

al., 2017b).  

 
El tercer ejemplo de discrepancia con el retrómero típico es la ausencia de genes 

que codifiquen para proteínas SNX-BAR que forman el heterodímero SNX-BAR 

(Tenter et al., 2000; Nakada-Tsukui et al., 2005; Koumandou et al., 2011; Rivero 

et al., 2012; Miras et al., 2013; Krai et al., 2014; Sangaré et al., 2016; Iqbal et al., 

2018). Dicho complejo proteico se compone de Vps26, Vps29 y Vps35 (retrómero 

mínimo) (Figura 3, D) y es reportado generalmente en parásitos unicelulares. 

Concretamente, la carencia de proteínas SNX-BAR se reporta en Guillardia theta 

(alga unicelular), Plasmodium falciparum (protozoario parásito intracelular del 

humano),Toxoplasma gondii (protozoario parásito intracelular de mamíferos y 

aves), Theileria parva (protozoario parásito intracelular del ganado bovino), 

Trichomonas vaginalis (protozoario parásito del humano), Giardia intestinalis 

(protozoario parásito del humano) y Entamoeba histolytica (protozoario parásito 

del humano) (Tenter et al., 2000; Nakada-Tsukui et al., 2005; Koumandou et al., 

2011; Rivero et al., 2012; Miras et al., 2013; Krai et al., 2014; Sangaré et al., 2016; 

Iqbal et al., 2018). 

 
El cuarto ejemplo de discrepancia con el retrómero típico es el retrómero mínimo-

SNX3 (Vps26, Vps29, Vps35 y SNX3) en Caenorhabditis elegans y humanos 

(Figura 3, E). La proteína SNX3 funciona como un adaptador para el 

reconocimiento de la proteína blanco (Harterink et al., 2011; McGough et al., 

2018).  



10 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3.  Comparación de los complejos proteicos considerados genéricamente como el retrómero. 

A) El retrómero típico se compone por un heterodímero de proteínas SNX-BAR y un CRC (Vps26, Vps35 y Vps29). La proteína 
Vps35 interacciona con la proteína blanco del reciclaje.  B) Retrómero con ausencia de Vps29. C) El retrómero-SNX3/SNX27 se 
compone de Vps26, Vps29, Vps35, el heterodímero SNX-BAR y SNX3 o SNX27. La proteína blanco interacciona con SNX3 o 
SNX27. D) El retrómero mínimo se compone de Vps26, Vps29 y Vps35. E) El retrómero mínimo-SNX3 se compone de las 
proteínas Vps26, Vps29, Vps35 y SNX3. La proteína blanco interacciona con SNX3. Imagen elaborada con la informacipon de: 
Tenter et al. 2000; Nakada-Tsukui et al., 2005; Strochlic et al., 2007; Harterink et al., 2011; Koumandou et al., 2011; Temkin et 
al., 2011; Rivero et al., 2012; Miras et al., 2013; Krai et al., 2014; McGarvey et al., 2016; Sangaré et al., 2016; Kvainickas et al., 
2017a, 2017b; Iqbal et al., 2018; y McGough et al., 2018. 
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El complejo proteico considerado genéricamente como el retrómero, pese a sus 

variaciones, tiene como única función reportada, el reciclaje de proteínas 

generalmente transmembranales (Lauffer et al., 2010; Koumandou et al., 2011; 

Harrison et al., 2014; Sangaré et al., 2016; McGough et al., 2018).  

 
Los componentes universales del retrómero son Vps26, Vps29 y Vps35 (Tenter 

et al., 2000; Nakada-Tsukui et al., 2005; Harterink et al., 2011; Koumandou et al., 

2011; Rivero et al., 2012; Miras et al., 2013; Krai et al., 2014; Sangaré et al., 2016; 

Iqbal et al., 2018; McGough et al., 2018). Dichas proteínas conforman el complejo 

de reconocimiento de carga (CRC) y sus pesos moleculares han sido descritos 

en humano y levadura (Tabla 3). La interacción entre las proteínas del CRC se 

ha descrito en humanos, levaduras, P. falciparum, G. intestinalis y E. histolytica 

(Haft et al., 2000; Collins et al., 2005; Nakada-Tsukui et al., 2005; Hierro et al., 

2007; Zhao et al., 2007; Puthenveedu et al., 2010; Swarbrick et al., 2011; Jia et 

al., 2012; Rivero et al., 2012; Krai et al., 2014; Priya et al., 2015; Lucas et al., 

2016; Srivastava et al., 2017; Iqbal et al., 2018). En todos los casos, Vps35 es la 

proteína central del CRC, que interacciona con Vps26 y Vps29, ya que no hay 

una interacción directa entre Vps26 y Vps29 (Figura 3). Específicamente, el 

motivo compuesto por los aminoácidos PRLYL en la región amino de Vps35 

interacciona con Vps26 (Figura 4, rojo y azul) (Haft et al., 2000; Hierro et al., 2007; 

Zhao et al., 2007; Rivero et al., 2012; Lucas et al., 2016), mientras la región 

carboxilo de Vps35 interacciona con Vps29 (Figura 4, rojo y verde) (Hierro et al., 

2007; Swarbrick et al., 2011). 
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Figura 4.  Dominios y mapa de las interacciones de los componentes del complejo retrómero. 

El retrómero se compone de dos subunidades: el complejo de reconocimiento de carga y el heterodímero SNX-BAR. El complejo 
de reconocimiento de carga (CRC) está integrado por Vps26 (azul), Vps35 (rojo) y Vps29 (verde). El heterodímero SNX-BAR se 
forma de la unión de dos proteínas SNX-BAR (amarillo), siendo la más caracterizada SNX1 (naranja). Las proteínas adaptadoras 
(morado), en algunos casos son el puente para la interacción del CRC con la proteína blanco. Imagen elaborada con la 
información de: Haft et al., 2000; Hierro et al., 2007; Rojas et al., 2007; Bonifacino and Hurley, 2008; Wassmer et al., 2009; 
Swarbrick et al., 2011; Steinberg et al., 2013; Gallon et al., 2014; Trousdale y Kim, 2015; Liu, 2016; Lucas et al., 2016; y Simonetti 
et al., 2017. 
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La función del CRC es reconocer a la proteína blanco de reciclaje, para lo cual 

generalmente Vps35 interacciona con una secuencia de aminoácidos en la 

porción citosólica de la proteína blanco (Tabla 1 y 2). Sin embargo, el 

reconocimiento de la proteína blanco, en algunos casos, se realiza a través de la 

proteína SNX3 o SNX27, que funcionan como puente para la interacción entre el 

retrómero y la proteína blanco (Figura 4) (Strochlic et al., 2007; Harterink et al., 

2011; Temkin et al., 2011; Liu, 2016; Lucas et al., 2016; McGarvey et al., 2016; 

Kvainickas et al., 2017b; McGough et al., 2018). 

 
El heterodímero de proteínas SNX-BAR está formado por proteínas con dos 

dominios, el dominio PX (por sus siglas en inglés phagocyte oxidase) y el dominio 

BAR (por las siglas de las proteínas donde se identificó inicialmente este dominio, 

Bin1, Anfifisina y Rvs161/167) (Itoh and Takenawa, 2009; Liu, 2016; Lucas et al., 

2016). El dominio PX es responsable de la unión a la membrana endosomal por 

su afinidad al fosfatidilinositol, principalmente fosfatidilinositol 3-monofostafo 

(PI(3)P), que es abundante en la membrana endosomal en proceso de 

maduración (Cullen, 2008). El dominio BAR tiene unión con otra proteína SNX, 

por lo que es responsable de la formación del heterodímero SNX-BAR (Cullen, 

2008). Las proteínas SNX-BAR al formar dímeros y al interaccionar con la 

membrana endosomal producen la deformación de la membrana endosomal 

(formación de protuberancias o estructuras tubulares), característica del reciclaje 

por el retrómero (Figura 2) (Bonifacino and Hurley, 2008; Cullen, 2008). 

 

1.1.3.1 Mecanismo de reciclaje del retrómero 
 
El proceso de reciclaje de proteínas en endosomas (tempranos y tardíos) 

mediado por el retrómero implica cuatro pasos: i) reconocimiento de la proteína 

blanco de reciclaje, ii) remodelación de la membrana endosomal, iii) formación 

de una vesícula y iv) transporte de la vesícula a su destino final (Figura 5).  

 

El reconocimiento de la proteína blanco de reciclaje de tipo transmembranal 

ocurre generalmente por Vps35 (Tabla 2), la cual, reconoce una secuencia de 

aminoácidos de tipo hidrofóbico en la porción expuesta de la proteína blanco en 
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la membrana endosomal (Figura 5, A). El reconocimiento de la proteína blanco 

permite el reclutamiento del resto de los componentes del retrómero (Vps26, 

Vps29 y el heterodímero SNX-BAR) (Figura 5, B) (Strochlic et al., 2007; Wassmer 

et al., 2009; Lauffer et al., 2010; Temkin et al., 2011; Harrison et al., 2014; Fuse 

et al., 2015; Priya et al., 2015). Este reconocimiento está regulado por la 

interacción de Vps35 con Rab7A (Figura 5, A y E) (Nakada-Tsukui et al., 2005; 

Rojas et al., 2008; Seaman et al., 2009; Balderhaar et al., 2010; Jia et al., 2012; 

Liu et al., 2012; Zelazny et al., 2013; Priya et al., 2015). Dicha interacción, solo 

ocurre cuando Rab7A está en su forma activa, es decir, unida a GTP (Rab7A-

GTP) (Nakada-Tsukui et al., 2005; Seaman et al., 2009; Priya et al., 2015; Jia et 

al., 2016). Rab7A ancla al retrómero a la membrana endosomal evitando que se 

disocie, razón por la cual se considera el efector del retrómero (Nakada-Tsukui 

et al., 2005; Seaman et al., 2009; Balderhaar et al., 2010; Liu et al., 2012; Zelazny 

et al., 2013; Jia et al., 2016). 

 
La remodelación de la membrana endosomal consiste en el alargamiento de la 

membrana endosomal (estructuras tubulares), que dará paso a la formación de 

vesículas con la proteína blanco dentro de ellas (Figura 5, C) (Bonifacino and 

Hurley, 2008). La remodelación de la membrana solo se ha caracterizado en 

humanos y levaduras. En ambos organismos, la remodelación de la membrana 

endosomal inicia en regiones con abundancia de la proteína blanco en 

interacción con el CRC, por acción del heterodímero SNX-BAR (Cullen, 2008; 

Rojas et al., 2008; Seaman et al., 2009; Balderhaar et al., 2010; Puthenveedu et 

al., 2010; Jia et al., 2012; Liu et al., 2012; Zelazny et al., 2013; Harrison et al., 

2014). Las proteínas SNX-BAR al dimerizarse adquieren una curvatura descrita 

como tipo banana que al interactuar con la membrana forman una protuberancia 

(Itoh and Takenawa, 2009). Dicha protuberancia se alarga formando estructuras 

tubulares debido a la interacción entre el retrómero y el complejo WASH (por sus 

siglas en inglés Wiskott-Aldrich syndome protein and SCAR homology) (Figura 4, 

C) (Puthenveedu et al., 2010; Jia et al., 2012; Bartuzi et al., 2016; Kvainickas et 

al., 2017b). El complejo WASH activa la polimerización de actina que 

paulatinamente “empuja” un punto en la membrana endosomal alargando la 
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estructura tubular (Derivery et al., 2009, 2012; Puthenveedu et al., 2010; Jia et 

al., 2012; Bartuzi et al., 2016; Kvainickas et al., 2017b; Kovtun et al., 2018).  

 
La formación de las vesículas que contienen a la proteína blanco solo se ha 

caracterizado en humanos y Caenorhabditis elegans, donde se encontró que se 

requiere la participación de elementos del citoesqueleto (Figura 4, D) (Hong et 

al., 2009; Wassmer et al., 2009). La interacción del heterodímero SNX-BAR con 

la proteína p150 (subunidad del complejo proteico dineína) produce la 

estrangulación de la estructura tubular y la formación de una vesícula (Figura 4, 

E) (Hong et al., 2009; Wassmer et al., 2009). El retrómero aún unido a la 

membrana de la vesícula, se disocia y la vesícula es transportada hacia su 

destino final (organelo o membrana plasmática) por la interacción entre los 

complejos proteicos dineína y dinactina que se unen a elementos del 

citoesqueleto (microtúbulos) (Hong et al., 2009; Wassmer et al., 2009; Alberts et 

al., 2016).
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Figura 5.  Modelo del reciclaje de proteínas mediado por el retrómero. 

A) Vps35 interacciona con Rab7A-GTP. B) Las proteínas SNX-BAR se unen a PI(3)P en la membrana endosomal. Vps35 
reconoce a la proteína transmembranal X y el resto de los componentes del retrómero se reclutan a esa región de la membrana 
endosomal. C) Inicia la formación de una estructura tubular en la membrana endosomal por acción de las proteínas SNX-BAR. 
D) Polimerización de actina por acción del complejo WASH. E) Se forma una vesícula que se transportará hacia algún destino 
en la célula. F) El retrómero no recicla a la proteína transmembranal x en el endosoma cuando Rab7A está en su forma inactiva 
(Rab7A-GDP) o cuando la proteína transmembranal no es reconocida por el retrómero (proteína transmembranal Y). 
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1.1.3.2 Blancos del reciclaje mediados por el retrómero  
 
Las proteínas relocalizadas por medio de la endocitosis están implicadas en 

procesos celulares como: el intercambio de iones (sodio, potasio, calcio, cloro, 

etc.) y otras moléculas (azúcares, aminoácidos, ADP, ATP, etc.), así como 

multiples vías de señalización (Gundelfinger et al., 2003; Alberts et al., 2016). En 

cambio, las proteínas relocalizadas por la vía secretora están relacionadas con 

el transporte de proteínas, secreción de proteínas y vías de señalización 

(Gundelfinger et al., 2003; Saftig and Klumperman, 2009; Alberts et al., 2016). La 

relocalización de proteínas hacia los endosomas hace necesario un proceso que 

regrese a la proteína a su localización original (proceso de reciclaje). Las 

proteínas que son recicladas por el retrómero son nombradas genéricamente 

como proteínas blanco (Figura 5, proteína X). Dichas proteínas son 

transmembranales generalmente y tienen una secuencia de aminoácidos en su 

porción citoplásmica que es reconocida por el retrómero (Figura 5, B). Sin 

embargo, en algunos casos las proteínas son recicladas indirectamente, gracias 

a la interacción con una proteína blanco que es reconocida por el retrómero 

(Tabla 2).  

 
Una gran variedad de proteínas transmembranales es relocalizada a los 

endosomas, por lo que determinar una característica común en las proteínas 

recicladas por el retrómero ha sido una pregunta obligada. Sin embargo, en la 

mayoría de los casos no se ha identificado una secuencia universal presente en 

las proteínas blanco. Las secuencias identificadas hasta este momento poseen 

una longitud variable y son ricas en aminoácidos hidrofóbicos (Tabla 1).  
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Tabla 1.  Secuencias reconocidas en las proteínas blanco de reciclaje por el retrómero. 

 

Proteína 
blanco 

Proteína del retrómero que media el 
reconocimiento 

Secuencia de 
reconocimiento 

Referencia 

DLP1 Vps35 FLV Wang et al., 2017 

CI-M6PR Vps35 WLM Seaman, 2007 

CI-M6PR SNX5 VSYKY Yong et al., 2020 

Sortilina Vps35 FLV 
Canuel et al., 2008; Seaman, 
2007) 

Vps10 Vps35 FYVFSN 
Cereghino et al., 1995; 
Nothwehr et al., 2000 

DMT1-II Vps26/SNX3 YLL 
Lucas et al., 2016; Tabuchi et al., 
2010 

β2AR SNX27 dominio PDZ 
Lauffer et al., 2010; Temkin et 
al., 2011 

Ftr1p SNX3 GHLPFTKNLQ Strochlic et al., 2007) 

DAT Vps35 LKV Wu et al., 2017) 

TGN38 Vps35 SXYQRL Roquemore & Banting, 1998 

SorLA Vps26 FTAFANSHY Fjorback et al., 2012 

Enzima β-
APP 

Vps35 CQWRCLRCLQQHDDFADDIS Cuartero et al., 2012 

SEMA4C SNX5/SNX27 VGYYY/ dominio PDZ Yong et al., 2020) 
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El reciclaje de proteínas mediado por el retrómero es necesario para el transporte 

de proteínas, el transporte de hierro, la captura de glucosa, vías de señalización, 

el reconocimiento de células apoptóticas, la polaridad celular y la regulación de 

procesos neurodegenerativos (Tabla 2). Incluso el reciclaje mediado por el 

retrómero es tan importante que la interrupcion de este proceso es letal durante 

etapas larvales en D. melanogaster (Franch-Marro et al., 2008). Sin embargo, el 

reciclaje de receptores de hidrolasas como CI-M6PR, Vps10 y sortilina es el 

ejemplo de reciclaje mediado por el retrómero más estudiado y evolutivamente 

conservado (Cereghino et al., 1995; Nothwehr et al., 2000; Seaman, 2007; 

Canuel et al., 2008; Hong et al., 2009; Wassmer et al., 2009; Sloves et al., 2012; 

Sangaré et al., 2016). 

  
El reciclaje de receptores de hidrolasas lisosomales se propone como una posible 

función del retrómero en los parásitos G. intestinalis y E. histolytica (Nakada-

Tsukui et al., 2005; Rivero et al., 2012; Miras et al., 2013). El transporte de 

hidrolasas lisosomales (enzimas hidrolíticas activas en condiciones ácidas) 

desde el aparato de Golgi a los endosomas ocurre en cinco pasos: interacción 

entre la hidrolasa lisosomal y su receptor, transporte de la hidrolasa lisosomal a 

endosomas y el reciclaje del receptor de hidrolasas lisosomales (Seaman, 2007; 

Alberts et al., 2016; Pan et al., 2017). Los receptores de hidrolasas lisosomales 

son M6PR (receptor de manosa-6-fosfato) y sortilina. En el caso del M6PR, las 

hidrolasas lisosomales tienen una etiqueta de manosa-6-fosfato (M6P) adquirida 

en el aparato de Golgi (Saftig and Klumperman, 2009). La unión entre el receptor 

de hidrolasas lisosomales y su ligando es la señal para la formación de vesículas, 

las cuales se transportarán hacia endosomas tempranos y tardíos (Saftig and 

Klumperman, 2009; Alberts et al., 2016). La unión entre las hidrolasas 

lisosomales y M6PR es dependiente del pH, ya que a pH ácidos 

(aproximadamente pH 6) esta interacción se disocia (Saftig and Klumperman, 

2009; Alberts et al., 2016). Al liberar a su ligando, el M6PR es reconocido por el 

retrómero y regresado al aparato de Golgi (Seaman, 2007). 
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Tabla 2.  Procesos celulares en los que participan las proteínas blanco 
del retrómero. 

SD: sin datos. 
 

 

SD: sin datos. 
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1.1.3.3 El papel del retrómero en parásitos 
 
La recuperación o el reciclaje de proteínas realizado por el retrómero ha sido 

ampliamente estudiado en eucariontes, ya que se ha descrito como de relevancia 

en diferentes eventos celulares (Lauffer et al., 2010; Koumandou et al., 2011; 

Harrison et al., 2014; Sangaré et al., 2016; McGough et al., 2018). Sin embargo, 

en protozoarios de importancia médica, el retrómero ha sido poco estudiado. En 

P. falciparum, T. gondii, G. intestinalis y E. histolytica el retrómero se encuentra 

parcialmente conservado (carente de proteínas SNX-BAR canónicas). Estudiar 

el funcionamiento de este complejo ayudaría a entender la implicación del 

reciclaje en la biología de los parásitos (Lauffer et al., 2010; Koumandou et al., 

2011; Harrison et al., 2014; Sangaré et al., 2016; Iqbal et al., 2018; McGough et 

al., 2018). 

 
En T. gondii el retrómero se ha relacionado con el desarrollo de micronemas y 

roptrías (Sloves et al., 2012; Sangaré et al., 2016), organelos exclusivos de 

parásitos apicomplejos que secretan proteínas implicadas en el proceso de 

invasión celular (Tenter et al., 2000). La formación de dichos organelos depende 

del transporte de las proteínas ROP y MIC hacia roptrías y micronemas (Sangaré 

et al., 2016). Dichas proteínas son transportadas al interaccionar con el receptor 

tipo Sortilina-like (TgSORTLR o T. gondii Sortilina-like por sus siglas en inglés) 

(Tenter et al., 2000; Sloves et al., 2012; Sangaré et al., 2016). TgSORTLR al igual 

que su homólogo en humano al liberar a su ligando, es redirigido por el retrómero 

(TgVps26, TgVps29 y TgVps35) al aparato de Golgi (Sangaré et al., 2016).  

 
En P. falciparum, G. intestinalis y E. histolytica se han identificado los 

componentes del retrómero y por medio de estudios in silico, microscopía 

confocal, inmunoprecipitación y ensayos de doble hibrido se han propuesto 

posibles blancos, (Nakada-Tsukui et al., 2005; Rivero et al., 2012; Miras et al., 

2013; Krai et al., 2014; Iqbal et al., 2018). El retrómero de P. falciparum (PfVps26, 

PfVps29 y PfVps35) tiene como un posible blanco de reciclaje a PfSortilina, una 

proteína homóloga a TgSORTLR de T. gondii, por lo que, podría tener una 
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función en la biogénesis de los organelos secretores, importante para el proceso 

de invasión celular (Krai et al., 2014; Iqbal et al., 2018).  

En G. intestinalis, se propone que el retrómero (GIVps26, GIVps29 y GIVps35) 

recicla a la proteína GIVps (receptor de AcPh) (Rivero et al., 2012; Miras et al., 

2013). La proteína AcPh (por sus siglas en inglés Acid Phosphatase) es una 

hidrolasa lisosomal que se transporta desde el retículo endoplásmico a vacuolas 

periféricas (estructura que simultáneamente son endosomas y lisosomas) con su 

receptor GIVps (Rivero et al., 2012; Miras et al., 2013). Debido a la interacción 

directa ente GIVps y GIVps35 Rivero et al. (2012) proponen que GIVps podría 

ser redirigido al retículo endoplásmico después de liberar su ligando de forma 

similar a lo reportado para otros receptores de hidrolasas (M6PR, Vps10 y 

sortilina). 

 
En el parásito de interés para este trabajo, E. histolytica, el retrómero (EhVps26, 

EhVps29 y EhVps35) se ha relacionado con la actividad de las cisteína proteasas. 

Debido a que las cisteína protesas son hidrolasas, se propone que al igual que 

en otros organismos, un receptor de hidrolasas media su transporte hacia los 

endosomas y al liberar su ligando, éste es reciclado por el retrómero (Que and 

Reed, 2000; Nakada-Tsukui et al., 2005; Furukawa et al., 2013a). Debido al papel 

de las cisteína proteasas en el mecanismo de invasión de E. histolytica, el 

retrómero debe tener un papel importante en la virulencia de este parásito. 

 

1.2 Generalidades de Entamoeba histolytica 
 
El parásito protozoario E. histolytica es el agente causal de la amebiasis en los 

humanos. Dicho parásito presenta dos estadios durante su ciclo de vida, una 

forma resistente (quiste) y una forma ameboide (trofozoíto). El quiste es una 

forma esférica no móvil con un diámetro entre 10 a 15 μm (Stanley, 2003; 

Ximénez et al., 2007, 2009). El trofozoíto es una forma mótil con un diámetro 

entre 10 a 50 μm, que coloniza la mucosa del intestino grueso (Stanley, 2003; 

Ximénez et al., 2007, 2009). 
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E. histolytica es transmitida por el consumo de alimentos y agua contaminados 

con quistes y en menor proporción por la vía sexual (Nakada-Tsukui and Nozaki, 

2016). Los quistes ingeridos no sufren daño por la acidez en el estómago debido 

a la pared de quitina que los envuelve y confiere resistencia (Stanley, 2003; 

Ximénez et al., 2007, 2009). Una vez en el intestino delgado (íleon terminal) se 

produce el desenquistamiento, el cual da origen a ocho trofozoítos que migran al 

intestino grueso para colonizar la mucosa del colon (Stanley, 2003; Ximénez et 

al., 2007, 2009). En este lugar, los trofozoítos se multiplican por fisión binaria y 

después de la segunda división nuclear sucesiva se producen quistes 

tetranucleados, que son expulsados en las heces, completando de esta forma el 

ciclo de vida de E. histolytica (Stanley, 2003; Ximénez et al., 2007, 2009).  

 

1.2.1 La amebiasis 
 
La amebiasis es la tercera causa de muerte por enfermedades parasitarias en el 

mundo, siendo endémica en la India, México y algunas regiones de África y 

Sudamérica (Stanley, 2003; Nagata et al., 2012; Marie and Petri, 2014). La 

estimación global de casos de amebiasis es complicada, dada la limitada 

capacidad de diagnóstico y vigilancia en las zonas endémicas, además de la 

existencia de una variación entre el periodo de la infección y la aparición de los 

síntomas (en casos extremos hasta después de varios años se presentan los 

síntomas). La infección por E. histolytica es asintomática en el 80 a 90% de los 

casos, y las personas presentan únicamente la colonización de la mucosa 

intestinal por los trofozoítos (Ximénez et al., 2009; Nagata et al., 2012; Nakada-

Tsukui and Nozaki, 2016; Jackson-Akers et al., 2023). Entre el 10 y 20% restante 

de los casos, corresponde a personas que presentan síntomas como fiebre, 

náuseas, vómito, diarrea, estreñimiento y dolor abdominal dentro de las dos a 

cuatro semanas posteriores a la infección, y sólo entre el 4 a 10 % presenta colitis 

autolimitante, colitis invasiva, infecciones extraintestinales, evacuaciones con 

sangre, náuseas y anorexia (Ximénez et al., 2009; Nagata et al., 2012; Nakada-

Tsukui and Nozaki, 2016; Jackson-Akers et al., 2023). De esta manera, los 

reportes epidemiológicos estiman que a nivel mundial existen entre 40 y 50 

millones de personas con amebiasis, de las cuales entre 40 000 a 100 000 
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mueren por dicha infección (Stanley, 2003; Nagata et al., 2012; Marie and Petri, 

2014; Nakada-Tsukui and Nozaki, 2016). 

 

1.2.2 Mecanismos de virulencia de E. histolytica 
 
La capacidad de E. histolytica para causar daño a su huésped, es decir, su 

virulencia, depende de múltiples mecanismos moleculares, que implican la 

adhesión e inducción de apoptosis de las células del huésped, la degradación de 

mucina, la degradación de la matriz extracelular (ECM), la invasión de tejidos, la 

fagocitosis y los mecanismos de evasión del sistema inmunológico; en este último 

también intervienen otros factores del medio, como la microbiota intestinal, por lo 

que el grado de virulencia del parásito es difícil de predecir (Nakada-Tsukui and 

Nozaki, 2016). Sin embargo, se sabe que para el establecimiento de la infección 

es necesaria la unión y adhesión del trofozoíto al colon del huésped, para lo cual 

el trofozoíto cuenta en su superficie con una lectina con dominio de 

reconocimiento de carbohidratos para galactosa (Gal) y N-acetil-D-

galactosamina (GalNac), nombrada Gal/GalNac, la cual hace posible la adhesión 

a la mucosa y a las células epiteliales del colon (Huston and Sateriale, 2011; 

Nakada-Tsukui and Nozaki, 2016). La lectina Gal/GalNAc está compuesta por 

dos subunidades: la subunidad pesada ligada a disulfurono (Hgl), subunidad 

intermedia y la subunidad ligera (Lgl). La subunidad Hgl contiene un dominio rico 

en cisteínas homólogo al receptor CD59 de humano, que le confiere propiedades 

adhesivas a E. histolytica para unirse a la mucosa intestinal, y la capacidad de 

evasión del sistema del complemento (Faust and Guillen, 2012). Otra proteína 

importante en el proceso de adhesión al epitelio intestinal del huésped es el 

complejo proteico EhCPADH, integrado por la proteína EhCP112 de 49 kDa y la 

proteína EhADH112 de 75 kDa. Esta última, tiene un dominio implicado en la 

adherencia de la amiba a su célula diana (García-Rivera et al., 1999; Serrano-

Luna et al., 2013).  

 
Debido a que el epitelio intestinal del humano está recubierto de moco, una 

sustancia, principalmente compuesta de mucinas altamente glicosilada, el 

siguiente paso para la colonización de las amibas es la degradación de los 
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carbohidratos presentes en la mucosa intestinal (Nakada-Tsukui and Nozaki, 

2016). Para la primera línea de degradación de mucinas, los trofozoítos secretan 

glicosidasas y cisteína proteasas (CPs), las cuales también son importantes para 

la invasión extraintestinal, particularmente para la desintegración de la membrana 

basal y la entrada de E. histolytica en la circulación sanguínea (Nakada-Tsukui 

and Nozaki, 2016). Además, la liberación de las proteínas llamadas amebaporos 

induce citotoxicidad y apoptosis en las células del huésped, mediante la 

formación de poros en sus membranas (Huston and Sateriale, 2011). Entre los 

múltiples eventos intracelulares que se desencadenan en la célula blanco, se 

incluye un aumento del Ca2+ intracelular, producción de ROS (por sus siglas en 

inglés Reactive Oxygen Species), pérdida de la integridad en la membrana, 

fragmentación del DNA, exposición de fosfatidilserina en la superficie celular y 

activación de caspasa-3 (Nakada-Tsukui and Nozaki, 2016). Las células en 

apoptosis son preferentemente fagocitadas por los trofozoítos de E. histolytica 

(Huston and Sateriale, 2011; Nakada-Tsukui and Nozaki, 2016). 

 
La fagocitosis es un evento esencial para que los trofozoítos de E. histolytica 

obtengan alimento, además, este proceso también está relacionado con la 

invasión tisular, ya que la fagocitosis selectiva de células apoptóticas o muertas 

minimiza la respuesta inmunológica pro-inflamatoria del huésped (Huston and 

Sateriale, 2011; Nakada-Tsukui and Nozaki, 2016). Pese a la importancia de la 

fagocitosis en este organismo, aún se desconocen muchos de los mecanismos 

moleculares que se presentan en las fases iniciales de este proceso (desde la 

formación de la copa fagocítica hasta el cierre del fagosoma), ya que algunos de 

los componentes descritos en otros modelos de estudio no están presentes en 

los trofozoítos de E. histolytica (Huston and Sateriale, 2011). 

 

1.2.3 Tráfico vesicular en E. histolytica 
 
El tráfico vesicular, definido antes como el transporte y clasificación de moléculas 

entre los compartimientos intracelulares (organelos), no aplica totalmente en E. 

histolytica. Este parásito no cuenta con organelos clásicos visibles como el 

aparato de Golgi, el retículo endoplásmico o las mitocondrias (Ghosh et al., 1999; 
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Chávez-Munguia et al., 2000; Smith and Guillen, 2010). Característica importante 

ya que, el retículo endoplásmico es un conjunto de estructuras tubulares donde 

se trascribe, traduce, pliegan y empaquetan las proteínas para su transporte al 

aparato de Golgi, y este último es una estructura donde las proteínas son 

modificadas postraduccionalmente y empaquetadas para su transporte y/o 

secreción (Smith and Guillen, 2010). A pesar de la carencia de organelos típicos 

en E. histolytica, el empleo de marcadores que evidencien las estructuras 

intracelulares tradicionales de una célula eucarionte ha permitido identificar a 

vesículas dispersas en el citoplasma, similares al retículo endoplásmico y el 

aparato de Golgi (Figura 6) (Smith and Guillen, 2010). El retículo endoplásmico 

se ha visualizado por la identificación de la proteína BiP (por sus siglas en inglés 

Bionding inmunoglobin Protein), la proteína calreticulin, la proteína SERCA y 

colorantes fluorescentes como ER-TrackerTM Blue-White DPX (E12353) (Ghosh 

et al., 1999; Smith and Guillen, 2010; Martinez-Higuera et al., 2013; Constantino-

Jonapa et al., 2018). El aparato de Golgi se ha identificado por marcadores 

fluorescentes como DiOC6 y NBD-ceramida (Mazzuco et al., 1997; Ghosh et al., 

1999; Smith and Guillen, 2010; Constantino-Jonapa et al., 2018). Además, el uso 

de marcadores fluorescentes con afinidad por organelos ácidos ha permitido 

identificar lisosomas y endosomas en proceso de maduración (Figura 6) 

(Constantino-Jonapa et al., 2018; Nakada-Tsukui et al., 2005). 

 



 

 

27 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6.  Compartimientos intracelulares de E. histolytica. 

El trofozoíto de E. histolytica no cuenta con retículo endoplásmico y aparato de 
Golgi clásicos, por lo que se han utilizado técnicas de inmunofluoresencia 
analizada por microscopía confocal para definir las regiones que ocupan dichas 
estructuras. Imagen modificada de Constantino-Jonapa et al. (2018). 
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El tráfico vesicular en E. histolytica al igual que en otros eucariontes se puede 

explicar de forma simplificada en dos eventos, la exocitosis y la endocitosis. La 

exocitosis es el transporte y la secreción hacia la membrana plasmática de 

moléculas que destacan generalmente por su implicación en el proceso de 

colonización antes descrito (adhesión, inducción de citotoxicidad y fagocitosis) 

(Huston and Sateriale, 2011). La endocitosis en E. histolytica es un proceso 

necesario para la obtención de nutrientes y un mecanismo de virulencia, ya que 

el trofozoíto en el intestino de su huésped se alimenta de eritrocitos, leucocitos, 

células epiteliales y bacterias (Smith and Guillen, 2010; Marie and Petri, 2014). 

Este parásito tiene diferentes tipos de endocitosis: pinocitosis (internalización de 

fases fluidas), fagocitosis (internalización de células completas vivas o muertas) 

y trogocitosis (internalización de fragmentos de células vivas) (Aley et al., 1984; 

Nozaki y Nakada-Tsukui, 2006; Ralston et al., 2014). Al igual que en otros 

organismos, el tráfico vesicular en E. histolytica está finamente regulado por 

múltiples GTPasas Rab (Saito-Nakano et al., 2004; Nakada-Tsukui et al., 2010).  

 
La fagocitosis de eritrocitos (eritrofagocitosis) en E. histolytica es un evento que 

implica la adhesión al eritrocito, seguido de la remodelación del citoesqueleto y 

la formación de la copa fagocítica, estructura que cubre completamente al 

eritrocito con el propósito de internalizarlo en una vesícula (diámetro entre 3 a 5 

µm) (Saito-Nakano et al., 2004; Babuta et al., 2015). En este proceso intervienen 

múltiples proteínas, siendo de relevancia para este trabajo, EhRab5 y EhRab7A, 

ambas proteínas están dispersas en el plasmática en condiciones basales y 

durante la eritrofagocitosis, se relocalizan en estructuras circulares denominadas 

vacuolas prefagosomales o PPV (por sus siglas en inglés Prephagosomal 

vacuoles) (Figura 7) (Saito-Nakano et al., 2004). Las PPVs tiene un proceso de 

maduración que implica: (1) el transporte hacia a las PPVs de dos proteínas 

degradativas, cisteína proteasa 2 (CP2) y amebaporos A; (2) la pérdida de Rab5 

en su membrana de las PPVs; (3) la acidificación gradual de las a las PPVs; y (4) 

la fusión de las PPVs a los fagosomas (Figura 7) (Saito-Nakano et al., 2004).  

 
Rab7A media la fusión de las PPVs con los fagosomas, estructuras donde inicia 

la degradación del eritrocito (Saito-Nakano et al., 2004, 2007). Rab7A, una vez 
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en el fagosoma se desprende de la membrana de dicha estructura 

aproximadamente entre los 30 y 60 min de eritrofagocitosis (Saito-Nakano et al., 

2004, 2007). En este contexto, Nakada-Tsukui et al. (2005) identificó a las 

proteínas del retrómero en E. histolytica, por la interacción de este complejo con 

Rab7A. 

 

1.2.4 El retrómero en E. histolytica 
 
En E. histolytica, como en otros parásitos protozoarios, el retrómero está formado 

por cuatro proteínas: EhVps26 (EHI_062490), EhVps29 (EHI_025270), EhVps35 

(EHI_002990) y EhSNX1 (EHI_060320) (Nakada-Tsukui et al., 2005; Watanabe 

et al., 2020). El heterodímero SNX-BAR, se considera ausente en este 

organismo, ya que este parásito solo cuenta con proteínas SNX sin el dominio 

BAR necesario para la unión a otra proteína SNX (Nakada-Tsukui et al., 2005; 

Watanabe et al., 2020). EhSNX1 es la única proteína de tipo SNX en este parásito 

con unión a PI(3)P en la membrana endosomal e interacción con dos 

componentes del retrómero (EhVps26 y EhVps35), sin embargo, su función en el 

retrómeo aún no está definida (Watanabe et al., 2020). 

 
La identificación del retrómero en E. histolytica se realizó mediante un ensayo de 

pull down para identificar las proteínas que interaccionan con GST-Rab7A, el cual 

fue analizado por dos tipos de espectrometría de masas, MS/MS (por sus siglas 

en inglés Tandem Mass Spectrometry) y LC/MS (por sus siglas en inglés Liquid 

Chromatography-Mass Spectrometry) (Nakada-Tsukui et al., 2005). En cuanto al 

análisis in silico de EhVps26, EhVps29 y EhVps35 se reportó un mayor 

porcentaje de identidad con sus homólogas en humano, aunque en ningún caso 

este es superior al cincuenta por ciento (Tabla 3) (Nakada-Tsukui et al., 2005). 

La interacción directa entre los componentes del retrómero se comprobó 

mediante un ensayo de doble híbrido en levadura. Específicamente, la región 

amino de EhVps26 (1-295 aa) interacciona con la región amino de EhVps35 (1-

305 aa), mientras EhVps29 interacciona con la región carboxilo de EhVps35 

(583-757 aa) (Nakada-Tsukui et al., 2005). Por lo tanto, los componentes del 

retrómero interaccionan de forma similar a la reportada en otros organismos 

(Figura 7 y 8) (Nakada-Tsukui et al., 2005). 
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Tabla 3.  Comparación de las características de las proteínas que integran el retrómero en E. 
histolytica, H. sapiens y S. cerevisiae. 
 

 
A Damen et al., 2006 
B Díaz-Valdez, 2018 
C Haft et al., 2000 
D Nakada-Tsukui et al., 2005 
E Paravicini et al., 1992 
F Seaman et al., 1998 
G Zhao et al., 2007 
H Fjorback et al., 2012 
I Srivastava et al., 2017 
 

 

E. histolytica 
(Amiba) 

H. sapiens  
(Humano) 

S. cerevisiae  
(Levadura) 

Tamaño 
(aa) 

Peso 
molecular 

 (kDa) 
Identidad (%) 

Tamaño 
(aa) 

Peso molecular 
(kDa) 

Tamaño 
(aa) 

Peso 
molecular 

(kDa) 
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o
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Eh/Hs Eh/Sc 
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o
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ó

ri
c

o
 

Vps26 413 60I 48 44% 38% 327 36AG/38HC 38 379 50F 43 

Vps29 157 25I 20.8 46% 35% 182 20A,G 20 282 30F 31 

Vps35 757 71B 87.2 27% 22% 796 
75G /85C 

87A,G/98H 
92 944 110E,F 109 
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Figura 7.  Mapa de las interacciones de las proteínas EhVps26, EhVps29, EhVps35 y EhRab7A. 

EhVps35 es el componente central del retrómero en E. histolytica de forma similar a lo reportado en otros 
organismos. La región amino de EhVps35 interacciona con EhVps26, mientras la región carboxilo de EhVps35 
interacciona con EhVps29. Únicamente la región amino de EhVps26 interacciona con EhRab7A. Imagen elaborada 
con los datos de Nakada-Tsukui et al., 2005. 
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La interacción entre EhVps26 y EhRab7A descrita en ensayos de 

inmunoprecipitación inicalmente, es importante al menos por tres razones: i) 

EhRab7A se ubica en los PPV, estructuras formadas en la eritrofagocitosis 

caracterizadas por el doble marcaje de EhRab5 y EhRab7A, presentes hasta los 

30 min de eritrofagocitosis (Saito-Nakano et al., 2004, 2007; Nakada-Tsukui et 

al., 2005); ii) EhRab7A media la fusión de la PPV con el fagosoma, donde inicia 

la degradación de la carga endosomal (Saito-Nakano et al., 2004, 2007; Nakada-

Tsukui et al., 2005); y iii) EhRab7A es nombrada efector del retrómero (regula la 

función del retrómero), ya que la interacción entre el retrómero y EhRab7A es 

importante porque evita la disociación del retrómero y la membrana endosomal 

(Nakada-Tsukui et al., 2005; Bonifacino y Hurley, 2008; Balderhaar et al., 2010; 

Priya et al., 2015). En este parásito de forma similar EhRab7A, solo tiene 

interacción con el retrómero cuando está en su forma activa (EhRab7A-GTP) 

(Nakada-Tsukui et al., 2005). La interacción entre Rab7A y el retrómero en otros 

organismos ocurre entre las proteínas Vps35 y Rab7 (Haft et al., 2000; Zhao et 

al., 2007; Lucas et al., 2016). Sin embargo, en E. histolytica EhRab7A 

interacciona solo con la región C-terminal de la proteína EhVps26 (Figura 7 y 8) 

(Nakada-Tsukui et al., 2005). 
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Figura 8.  Representación comparativa entre el retrómero canónico de 

humano y levadura con el modelo del retrómero en E. histolytica. 

Las principales diferencias entre el retrómero canónico y este complejo en E. 
histolytica son: 1) la interacción entre el retrómero canónico y Rab7 unida a GTP, 
ocurre entre Vps26, Vps35 y Rab7, mientras en amibas, solo EhVps26 
interacciona con Rab7A unida a GTP; y 2) la presencia de proteinas SNX con 
ausencia del dominio BAR, por lo que en este parásito no forman dímeros. A) El 
retrómero canónico descrito en en los organismos modelo humano y levadura se 
compone de cinco proteínas, Vps35, Vps26, Vps29 y un dímero de proteínas 
SNX-BAR. B) En E. histolytica el retrómero se compone de EhVps26, EhVps29, 
EhVps35 y SNX1. Imagen elaborada con la información de Nakada-Tsukui et al., 
2005; Bonifacino and Hurley, 2008; Priya et al., 2015; Trousdale and Kim, 2015; 
Srivastava et al., 2017; y Watanabe et al., 2020. 

A) 

B) 
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Un indicio de la función del retrómero en E. histolytica se basa en la relación entre 

el nivel de activadad de las CPs y la sobrexpresión de EhRab7A y/o EhVps26 en 

trofozoítos. Al sobrexpresarse EhRab7A se produjo una mayor fusión de las PPV 

a los fagosomas, observándose fagosomas de tamaños mayores y una 

disminución en la actividad de las CPs (Figura 9, A) (Nakada-Tsukui et al., 2005; 

Saito-Nakano et al., 2007). Las proteínas CPs al igual que otras hidrolasas 

transportadas desde el aparato de Golgi a endosomas, son reconocidas por un 

receptor que funciona como un adaptador que media su transporte (Nakada-

Tsukui et al., 2005; Alberts et al., 2016). La sobrexpresión simultánea de 

EhRab7A y EhVps26 en trofozoítos, provocó que la actividad de las CPs 

regresara a condiciones basales (Figura 9, A), por lo que, Nakada-Tsukui et al. 

(2005) sugieren que el retrómero podría reciclar receptores de CPs, 

denominados CPBF (por sus siglas en inglés Cysteine protease-binding protein 

family), las cuales podrían suplir la función de receptores como Sortilina, M6PR 

o Vps10 implicados en el transporte de hidrolasas al aparato de Golgi en este 

parásito (Furukawa et al., 2012, 2013b; Nakada-Tsukui et al., 2012). Sin 

embargo, a veinte años de la identificación del retrómero en E. histolytica, se 

desconocía hasta esta tesis, una proteína blanco de reciclaje del retrómero.  

 

La localización subcelular de las proteínas EhVps26, EhVps29 y EhSNX1 se ha 

estudiado por microscopía confocal en trofozoítos en condiciones basales y 

durante la eritrofagocitosis. EhVps26, EhVps29 y EhSNX1 en condiciones 

basales se ubican dispersas en el citoplasma y co-localizan en membranas 

vacuolares, mientras que durante la eritrofagocitosis se encuentran alrededor de 

las PPVs y los fagosomas (Figura 9, B-D) (Nakada-Tsukui et al., 2005; Srivastava 

et al., 2017; Watanabe et al., 2020). 
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Figura 9.  Actividad de las cisteína proteasas en relación con la sobrexpresión de EhVps26, así como la localización 

de EhVps26, EhVps29 y EhSNX1. 

Actividad relativa de las ciesteína proteasas (CPs) mediante un sustrato fluorescente de las mismas en trofozoítos con 
sobrexpresión de Rab7A, así como la sobrexpresión simultánea de EhRab7A y EhVps26. V27FL: EhVps26 completa. V26ΔC: 
región 1 a 295 aa de EhVps26. B) Localización de EhVps26 y EhRab7A en imágenes de microscopía confocal de trofozoítos a 
los 5 y 30 min de fagocitosis. C) Localización de EhVps26 y EhVps29 en imágenes de microscopía confocal de trofozoítos en 
condiciones basales y a los 15 min de fagocitosis de células CHO. D) Localización de EhVps26 y EhSNX1 en imágenes de 
microscopía confocal de trofozoítos en condiciones basales y a los 15 min de fagocitosis de células CHO. Triángulo blanco: co-
localización entre EhRab7A/EhVps26, EhVps29/EhVps26 o EhVps26/EhSNX1. Células CHO teñidas de azul con Cell-Tracker. 
Barra de escala, 10 nm. Imágenes modificadas de gNakada-Tsukui et al., 2005; Srivastava et al., 2017; y Watanabe et al., 2020. 
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Clásicamente, la proteína retrómerica responsable del reconocimiento de la 

proteína blanco de reciclaje es Vps35, además de ser el componente central de 

este complejo proteico. Sin embargo, en E. histolytica la proteína EhVps35 se ha 

estudiado poco, únicamente Nakada-Tsukui et al., (2005) publicaron, como se 

mencionó antes, la interacción de EhVps35 (EHI_002990) con EhVps26 y 

EhVps29. Recientemente, en nuestro grupo de trabajo se inició el estudio de 

EhVps35 con un análisis in silico que identificó a cinco isoformas de esta proteína, 

denominadas EhVps35-A (EHI_086580), EhVps35-B (EHI_041956), EhVps35-C 

(EHI_002990), EhVps35-D (EHI_096520) y EhVps35-E (EHI_168080) (Díaz-

Valdez, 2018). Profundizando en el estudio de la isoforma EhVps35-C (en 

adelante referida únicamente como EhVps35), se produjo un anticuerpo 

especifico para proteína (Figura 10). Adicionalmente, se ha realizado una 

caracterizacion de EhVps35 durante la eritrofagocitosis utilizando ensayos de 

RT-qPCR (Quantitative reverse transcription PCR, por sus siglas en inglés), 

western blot y microscopía confocal (Figura 11). El estímulo de trofozoítos con 

eritrocitos produjo un incremento en etapas iniciales y un descenso en etapas 

tardías de la fagocitosis a nivel transcripcional del gen Ehvps35 (Figura 11, A). 

Sin embargo, estas variaciones fueron marginalmente significativas a nivel 

traduccional (Díaz-Valdez, 2018) (Figura 11, B). Por las imágenes de microscopía 

confocal se observó un cambio en la localización de EhVps35, producto del 

estímulo con eritrocitos, ya que en condiciones basales se distribuye en cúmulos 

puntuales en el citoplasma y durante los ensayos de eritrofagocitosis se re-

localiza cerca de los eritrocitos fagocitados y formando estructuras circulares en 

el citoplasma (Figura 11, C) (Díaz-Valdez, 2018). Por lo que, la proteína EhVps35, 

debido a los cambios observados por el estímulo con eritrocitos, podría tener un 

papel en uno de los principales mecanismos de virulencia de E. histolytica, la 

fagocitosis. Además, al ser EhVps35 el componente central del retrómero, es 

necesario para el reclutamiento de los componentes de este complejo y podría 

tener una función en el reconocimiento de las proteínas recicladas hacia la 

membrana plasmática y el aparato de Golgi. 
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Figura 10.  Reconocimiento del suero inmune α-EhVps35. 

Se realizó la inmunizados de ratones BALB/c con el péptido específico para 
EhVps35 (N30-ESEIMNAALNNKDLSK-C45) para obtener el suero inmune α-
EhVps35. A) Ensayos de western blot realizados contra extractos de bacterias E. 
coli BL21(DE3) sin inducción (NI) e inducidas (I) para la producción de la proteína 
rEhVps35-N. A la izquierda se muestra un gel de poliacrilamida al 12% teñido con 
azul de Coomassie procedente de bacterias NI e I para la producción de la 
proteína rEhVps35-N. B) Ensayos de western blot realizados con lisados de 
trofozoítos. SP: suero preinmune. Como control positivo se utilizó α-actina para 
los extractos totales de trofozoítos. Imágenes modificadas de Díaz-Valdez, 2018. 
 

A) 
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Figura 11.  Expresión y localización de la proteína EhVps35 en ensayos de 

eritrofagocitosis. 

Trofozoítos de E. histolytica clona A, fueron incubados con eritrocitos humanos 
por 2, 15, 20 y 30 min para realizar los ensayos de eritrofagocitosis. A) Análisis 
de la expresión relativa del mRNA de Ehvps35 utilizando de ensayos de RT-
qPCR (Quantitative reverse transcription PCR, por sus siglas en inglés). B) 
Expresión relativa de EhVps35 utilizando lisados de trofozoítos analizados por 
western blot. C) Localización de EhVps35 en trofozoitos procesados para 
microscopía confocal. Imágenes modificadas de Díaz-Valdez, 2018. 
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2. JUSTIFICACIÓN 

 
El reciclaje de proteínas es un mecanismo esencial para múltiples funciones 

celulares. En el protozoario parásito T. gondii se ha reportado que el retrómero 

recicla proteínas esenciales para su virulencia. Sin embargo, en E. histolytica 

únicamente se ha demostrado la presencia del retrómero y aún se desconoce la 

relación entre el reciclaje de proteínas y el establecimiento de la infección. 

 

Por lo que es necesario estudiar la función del retrómero, especialmente de la 

proteína central de este complejo, EhVps35, con el fin de demostrar la 

participación del retrómero en el reciclaje de proteínas y su relación con los 

mecanismos de virulencia de E. histolytica. Lo cual, podría contribuir al desarrollo 

de nuevos fármacos contra la amebiasis. 

.
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3. HIPÓTESIS 

En E. histolytica la proteína EhVps35 participa en el reciclaje de proteínas, por lo 

que se relaciona con múltiples procesos celulares. 

 
 
4. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo general 
 

Determinar la participacion de EhVps35 en el reciclaje de proteínas y su impacto 

en los mecanismos de virulencia de E. histolytica. 

 
 
4.2 Objetivos particulares 

 

• Investigar la localización de la proteína EhVps35 en trofozoítos en 

condiciones basales y durante la eritrofagocitosis. 

• Identificar las proteínas que interaccionan con EhVps35. 

• Evaluar la participación de EhVps35 en el reciclaje de proteínas. 

• Estudiar el papel de EhVps35 en la adhesión, la fagocitosis, la migración 

y virulencia in vivo usando trofozoítos mutantes. 
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 12.  Estrategia experimental. 

Se realizó la caracterización de EhVps35 en trofozoítos de E. histolytica cepa HM1: IMSS con ensayos de secreción, 
inmunofluorescencia y microscopía electrónica de transmisión (MET). La identificación de las interacciones de EhVps35 con 
otras proteínas se realizó con ensayos de inmunoprecipitación, espectrometría de masas y acoplamiento molecular in silico. Se 
analizó la función de EhVps35 en el reciclaje de proteínas, mediante trofozoítos mutantes en los que se afectó la expresión de 
EhVps35. Adicionalmente, los trofozoítos mutantes fueron utilizados para estudiar la localización celular y cantidad de la proteína 
blanco de reciclaje, EhVps35 y otras proteínas que participan en la eritrofagocitosis; así como para estudiar la virulencia de E. 
histolytica con ensayos de eritrofagocitosis, migración y virulencia in vivo. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1 Cultivo de trofozoítos de E. histolytica 
 
Trofozoítos de E. histolytica HM1: IMSS (Orozco, et al., 1980) fueron cultivados 

en un medio axénico TYI-S-33 a 37 °C (Diamond, et al., 1978) suplementado con 

10% de suero bovino, una mezcla de vitamina Diamond (JRH, Biosciences), 1.2 

U/ml de penicilina (Lakside) y 1.4 mg/ml de estreptomicina (Lakeside). 

 

6.2 Viabilidad celular  
 
Previo al uso de trofozoítos en los ensayos antes mencionados se verificó la 

viabilidad celular empleando una tinción con azul tripán al 0.2% en PBS 1X 

(Bañuelos et al., 2012). El porcentaje de viabilidad en cada experimento fue 

obtenido el conteo de 100 células utilizando una cámara de Neubauer. Las 

células que fueron teñidas con el colorante azul tripán se consideraron muertas. 

Los valores obtenidos fueron analizados en el programa GraphPad Prism 6. 

 

6.3 Extracción de proteínas totales de E. histolytica 
 
Los trofozoítos de E. histolytica fueron incubados por 10 min en hielo para revertir 

la adhesión a cualquier sustrato. Posteriormente, la suspensión celular se 

centrifugó a 1 700 rpm por 7 min (centrífuga Neofuge 1600R). La pastilla obtenida 

se resuspendió en PBS 1X y se centrifugó en las mismas condiciones, la nueva 

pastilla se resuspendió en una mezcla de inhibidores de proteasas con las 

siguiente proporción: 1 ml de PHMB 100 mM por cada 30 millones de trofozoítos 

de E. histolytica, 25 μl de E-64 1 mg/ml por cada 10 millones de amibas y 20 μl 

del cóctel de inhibidores de proteasas (PMSF 100 mM, benzamidina 49 mM, 

aprotinina 0.087 mM, peptatina A 0.1777 mM, leupeptina 0.2858 Mm y E-64 

0.6824 mM) por cada 10 millones de amibas. Después, la muestra se incubó en 

nitrógeno líquido por 5 min y se almacenó a -70 °C hasta su uso. Antes de ser 

empleadas, las muestras fueron cuantificadas en el espectrofotómetro 

NanoDropTM Life (Thermo Scientific) y 50 µg de la muestra se visualizaron por 

electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes 
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(SDS-PAGE), para lo cual, de forma previa las muestras se incubaron a 100 °C 

por 5 min, con un volumen de buffer de muestra 2X (Tris-base 0.125 M a pH 6.8, 

SDS 4%, glicina 20%, β-mercaptoetanol 10% y azul de bromofenol 0.1%). 

 

6.3 Ensayos de western blot 
 
Una muestra de 50 µg de los extractos proteicos, analizaron por SDS-PAGE en 

geles de poliacrilamida al 10%, para lo que de forma previa las muestras se 

incubaron a 100 °C  por 5 min, con un volumen de buffer de muestra 2X (Tris-

base 0.125 M a pH 6.8, SDS 4%, glicina 20%, β-mercaptoetanol 10% y azul de 

bromofenol 0.1%). Después, el gel de poliacrilamida se transfirió a una 

membrana de nitrocelulosa por 1 h con 15 min a 400 mA utilizando buffer de 

transferencia (Tris-base 0.025 M, Glicina 0.192 M, Metanol 10%) y el equipo Bio-

Rad modelo Mini Trans-Blot® Cell. La transferencia de las proteínas a la 

membrana de nitrocelulosa se verificó mediante una tinción con rojo Ponceau 

(0.1% de rojo Ponceau y 1% de ácido acético). La membrana de nitrocelulosa 

con las proteínas transferidas se bloqueó con leche descremada al 5 % en PBS 

1X por 16 h con agitación constante a 4 °C y se almacenó a -20 °C hasta su uso. 

 

Los ensayos western blot se iniciaron con la incubación de la membrana de 

nitrocelulosa en una solución con anticuerpos primario en leche descremada al 5 

% en PBS 1X por 16 h a 4 °C en agitación contante. Se usaron los siguientes 

anticuerpos primarios: monoclonal en ratón α-His (1:500) (Roche), policlonal en 

ratón α-EhVps35 (1:500), policlonal en rata α-EhVps23 (1:500) (Galindo et al., 

2021), EhTom1 (1:500) (Galindo, 2022), policlonal en hamster α-ADH (1:500) 

(Galindo et al., 2022), policlonal en conejo α-EhVps36 (1:500) (Díaz-Hernández 

et al., 2023), policlonal en en conejo α-CP112 (1:3000) (García-Rivera et al., 

1999), policlonal en ratón α-EhVps32 (1:500) (Avalos-Padilla et al., 2015) y el 

monoclonal de ratón α-Actina (1:3000), donado por el Dr. Manuel Hernández, 

Departamento de Biología Celular, Cinvestav-IPN. A continuación, se realizaron 

6 lavados de 6 min con PBS 1X-Tween 20 a 0.05%. La membrana se incubó en 

una solución con anticuerpo secundario en leche al 5% en PBS 1X por una hora 

a temperatura ambiente en agitación suave. Los anticuerpos secundarios 
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utilizados fueron los siguientes: α-IgG de ratón HRP (Zymed), α-IgG de rata HRP 

(Zymed), α-IgG de conejo (Zymed) y α-IgG de hamster (Zymed) en una dilución 

1:10000. Finalmente, la membrana se lavó como se mencionó anteriormente y el 

revelado se realizó por el sistema ECL Plus Western Blotting Detection Reagents 

(GE-Healthcare, RPN2132) en el equipo MicroChemi 4.2.  

 

En algunos experimentos posterior al ensayo de western blot, se realizó un 

análisis densitométrico en cada muestra utilizando el programa ImageJ. Los 

valores obtenidos de cada muestra se normalizaron con respecto a los valores 

del control (actina o EhVps23) y a la condicion basal: Los valores normalizados 

de la densitometría fueron analizados en el programa GraphPad Prism 6, para 

determinar si existieron diferencias significativas entre las muestras. 

 

6.4 Clonaciones de los fragmento Ehvps35(1-445 pb), Ehvps35(1-1428pb), 

Ehvps35(1429-2274 pb) y el gen Ehvps35 

 

6.4.1 Producción de cDNA de trofozoítos de E. histolytica 
 

Un millon de trofozoítos de E. histolytica (HM1: IMSS) fueron empastillados como 

se mencionó antes, posteriormente se resuspendieron en 200 μl de TRIzol® 

(Invitrogen). La mezcla homogenizada se almacenó a -70 °C hasta su uso. A la 

mezcla de trofozoítos y TRIzol® se le agregaron 30 μl de cloroformo y se incubó 

por 3 min. Posteriormente, se centrifugó a 13 000 rpm por 15 min a 4 °C 

(centrífuga Eppendorf 5402). Se recuperó la fase acuosa y se le adicionaro 500 

μl de isopropanol por cada mililitro de TRIzol® (Invitrogen). Se mezcló por 

inversión y se incubó por 10 min para ser centrifugado después a 13 000 rpm 

durante 10 min a 4 °C (centrífuga Eppendorf 5402). Se descartó el sobrenadante, 

la pastilla se lavó dos veces con 500 μl de etanol al 75% y se centrifugó a 8 000 

rpm por 5 min a 4 °C (centrífuga Eppendorf 5402). La pastilla se resuspendió en 

30 μl de agua DEPC (agua con dietilpirocarbonato) para cuantificar el RNA en el 

espectrofotómetro NanoDropTM Life (Thermo Scientific) y se visualizó por 

electroforesis en un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio usando 

750 ng de la muestra. 
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Una vez verificado que la muestra no estaba degradada, se procedió a la 

producción de DNA complementario (cDNA). Finalmente, usando el kit “First 

Strand cDNA Synthesis kit for RT-PCR” (Thermo Scientific) en las condiciones 

descritas por el proveedor, se produjo a partir de RNA, el cDNA de E. histolytica. 

 

6.4.2 Diseño de primers 
 

Los primers se diseñaron usando la plataforma Primer3 y la secuencia del gen 

Ehvps35 (NCBI: EHI_002990) de E. histolytica. Dichos primers flanquean las 

regiones correspondientes a 1-454 pb (Ehvps35 (1-454 pb)), 1-1428 pb (Ehvps35 (4-

1501 pb)), 1429-2274 pb (Ehvps35 (1428-2274 pb)) y el gen completo de Ehvps35 

(Ehvps35 (1-2274 pb)).  

 

Los primers se analizaron en el programa OligoAnalyzer 3.1 para descartar la 

formación de estructuras secundarias, homodímeros y heterodímeros a la 

temperatura de alineamiento (TM) de los mismos. A cada primer se le adicionó un 

par de nucleótidos cisteína o guanina hacia el extremo 5´, además de la 

secuencia que reconocen las enzimas KpnI (primer sentido) o BamHI (primer 

antisentido) (Tabla 4). Además, al primer en sentido del gen Ehvps35 y el 

fragmento Ehvps35 (4-1501 pb) llevaron la secuencia codificante para HA después 

de la secuencia de reconocimiento de la enzima. Por último, se verificó la 

especificidad de los primers con un alineamiento de su secuencia en las bases 

de datos de NCBI y AmoebaDB. 

 

6.4.3 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)  
 

La amplificación de los fragmentos Ehvps35 (1-454 pb), Ehvps35 (4-1512 pb), Ehvps35 

(1428-2274 pb) y el gen completo de Ehvps35 (Ehvps35 (4-2274 pb)) se hicieron usando 

el cDNA de E. histolytica, los primers sentido) y antisentido correspondientes 

(Tabla 4), asi como el kit “One Taq® DNA Polymerase (BioLabs, M0480L). Para 

los ensayos de PCR se ocuparon las siguientes condiciones: temperatura incial 

de desnaturalización a 94 °C por 30 seg, seguido de 30 ciclos de 

desnaturalisación (94 °C por 30 seg), alineamiento de primers (TM por 60 seg) y 
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amplificación (68°C por 1 min), terminando con una amplificación final de 5 min a 

58 °C. La TM utilizada para cada PCR corresponde a la temperatura citada en la 

Tabla 4. 
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Tabla 4.  Primers diseñados para la amplificación de fragmentos del gen Ehvps35 
 

Color azul: secuencia correspondiente a la etiqueta de HA 

Secuencia subrayada: corresponde a la secuencia reconocida por la enzima de restricción KpnI o BamHI 

S: primer sentido 

A: primer antisentido 

TM: temperatura de alineamiento de los primers 
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Secuencia del primer 
Tm 
(°C) 

P
ro

d
u

c
to

 

(p
b

) 

pNeo 

Ehvps35-ha 

S KpnI CTGGTACCATGTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTAGTCGTCCACAACGAGA 

67.3 2318 

A BamHI GGGGGATCCTTAAAGTTGAATGTCAGCAAACTTAGTATTTTCTTGAGCTGAAATAGT 

Ehvps35_1-
ha 

S KpnI CTGGTACCATGTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTAGTCGTCCACAACGAGA 
67.5 1547 

A BamHI GGGGATCCTTACATTTCTGCATCTCCTCCAATTAATGGAAGTAATCTAC 

pL4440 
Ehvps35_S 

S KpnI CCGGTACCATGAGTCGTCCACAACGAG 
64.1 454 

A BamHI GGGGATCCTGTTGGATGTTGAACCGCTC 

pColdI 

Ehvps35_C 
S KpnI CCGGTACCGAGGAAGAAATTGGAGTTGATG 

 846 
A BamHI GGGGATCCTTAAAGTTGAATGTCAGCAAACTTAG 
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6.4.4 Clonación de los fragmentos Ehvps35(1-454), Ehvps35(4-1512), 

Ehvps35(1429-2274 pb) y el gen Ehvps35(4-2274) de E. histolytica en el 

vector pJET1.2/blunt 

 

Se realizó un ensayo de PCR utilizando el kit “Q5® High-Fidelity DNA 

Polymerase” (BioLabs, M0491) según las especificicaciones del provedor. En los 

ensayos de PCR se ocuparon las siguientes condiciones: temperatura incial de 

desnaturalización a 98 °C por 30 segundos, seguido de 35 ciclos que incluyen 

desnaturalización (98 °C por 10 segundos), alineamiento de primers (TM por 30 

segundos) y amplificación (72°C por 1 min), terminando con la amplificación final 

de 2 min a 72 °C. La TM utilizada para cada PCR corresponde a la temperatura 

citada en la tabla 4. Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en 

geles de agarosa al 1%, utilizando como buffer TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA). El 

amplificado se visualizó por tinción de los geles con bromuro de etidio, después, 

la banda se cortó del gel de agarosa y se purificó con el kit “GeneJET Gel 

extraction” (Thermo Scienyific) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 

El DNA obtenido se cuantificó en el espectrofotómetro NanoDropTM Life (Thermo 

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

 

El DNA purificado se ligó al vector de clonación pJET1.2/blunt (Thermo Scientific) 

usando el kit “CloneJET PCR Cloning” (Thermo Scientific) según las 

especificaciones del proveedor y los productos de la ligación 

(pJET1.2/Ehvps35_S, pJET1.2/Ehvps35_1-ha, pJET1.2/Ehvps35-ha, 

pJET1.2/Ehvps35_2) se almacenarán a -20 °C hasta su uso. Los productos de 

ligación fueron empleados para transformar bacterias Escherichia coli de la cepa 

DH5α competentes. 

 

6.4.5 Producción de bacterias E. coli competentes 
 

Bacterias E. coli de la cepa DH5α, HT115, BL21 (DE3) o SoluBL21 (DE3) se 

cultivaron en 5 ml de medio Luria-Bertani (LB: 10 g de triptona; 5 g extracto de 

levadura, 10 g NaCl, 950 ml de agua desionizada) a 37 °C con movimiento 

constante (170 rpm) por 16 h. Posteriormente, se hizo un nuevo cultivo con 40 ml 

de medio LB, al que se le inocularon 400 µl de cultivo inicial. Dicho cultivo, se 
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mantuvo en las condiciones antes descritas, hasta una densidad óptica de 0.4 a 

0.6 a una longitud de onda de 600 nm. El cultivo se cosechó por centrifugación a 

1 700 rpm a 4 °C por 5 min (centrífuga Neofuge 1600R), la pastilla se resuspendió 

en medio volumen de CaCl2 50 mM a 4 °C y se incubó durante 20 min a 4 °C. 

Terminando este tiempo la muestra se centrifugó en las mismas condiciones y la 

pastilla se resuspendió en 1 ml de CaCl2 50 mM por cada 10 ml de cultivo a 4 °C. 

Finalmente, las bacterias competentes se guardaron a 4 °C hasta su uso. 

 

6.4.6 Transformación de bacterias competentes  
 
Un volumen de 100 µl de bacterias competentes E. coli de la cepa DH5α, HT115, 

BL21(DE3) o SoluBL21 (DE3) se colocó en interacción con los productos de la 

reacción de ligación. La mezcla se incubó por 15 min a 4 °C, posteriormente se 

dió un choque térmico a 42 °C por 45 segundos, seguido por una incubación a 4 

°C por 5 min. Al término de este tiempo se adicionó 300 µl de medio LB y se 

incubó una hora a 37 °C en agitación (200 rpm).  

 
Las bacterias transformadas se inocularon en una caja Petri con medio agar-LB 

con ampicilina a 100 µg /ml y se cultivaron por 16 h a 37 °C. Se verificó por PCR-

colony que las bacterias tuvieran la construcción de interes. Específicamente, en 

el caso de contrucciones con el vector pJET1.2/blunt (Thermo ScientificTM), 

debido a la presencia de un gen letal en el sitio de clonación, solo las células que 

poseen los plásmidos recombinantes son capaces de sobrevivir, sin embargo en 

todos los casos se realizó una verificación por PCR-colony. El PCR-colony se 

realizó con el kit “One Taq® DNA Polymerase” (BioLabs, M0480L) en las 

condiciones antes descritas. 

 

6.4.7 Purificación de vectores a partir de bacterias E. coli de la cepa DH5α 
 

Una colonia de E. coli de la cepa DH5α verificada por PCR-colony positiva a la 

construcción de interes se cultivó en 5 ml de medio LB con 100 µg/ml de 

ampicilina por 16 h a 37 °C con agitación constante (180 rpm). A continuación, 

las bacterias se cosecharon por centrifugación a 14 000 rpm por 1 min a 

temperatura ambiente (centrífuga Eppendorf 5415C). De la pastilla resultante se 
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extrajo el plásmido de interes utilizando el kit “QUIAGEN Plasmid Purification” 

(QUIAGEN), de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Finalmente, el 

plásmido purificado se resuspendió en 25 µl de agua libre de nucleasas, se 

cuantificó en el espectrofotómetro NanoDropTM Life (Thermo Scientific) y se 

visualizó en un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio. La muestra 

se guardó a -20 °C hasta su uso. 

 

6.4.8 Ensayo de restricción enzimática de los vectores pJET1.2/Ehvps35_S, 
pJET1.2/Ehvps35-ha, pJET1.2/Ehvps35_1-ha y pJET1.2/Ehvps35_2  
 

La restricción de las construcciones pJET1.2/Ehvps35_S, pJET1.2/Ehvps35-ha, 

pJET1.2/Ehvps35_1-ha y pJET1.2/Ehvps35_2 se realizó con las enzimas KpnI y 

BamHI Fast Digest (Thermo Scientific). La mezcla de reacción fue la siguiente 2 

µl de amortiguador Fast Digest 10X, 1 µg de DNA plasmídico, 1 µl de cada 

enzima, en un volumen final de 20 µl aforado con agua libre de nucleasas. La 

reacción se incubó por 16 h a 37 °C. Al producto de la digestión se agregó 5 µl 

de buffer Gel Loading Dye Blue 6X y analizó por electroforesis en gel de agarosa 

al 1%, en amortiguador TAE (Tris-Acetato-EDTA), que fue teñido con bromuro de 

etidio. La banda correspondiente al fragmento de interés se cortó del gel y purificó 

como se describió antes. 

 

6.4.9 Ligación de los fragmento Ehvps35(1-454 pb), Ehvps35(1429-2274 pb), 

Ehvps35(4-1512 pb) y el gen Ehvps35(4-2274 pb) a los vectores de expresión 
pL4440, pColdI o pNeo 
 

Los fragmentos Ehvps35 (1-454 pb), Ehvps35 (1429-2274 pb), Ehvps35 (4-1512 pb) y el gen 

Ehvps35 (1-2274 pb) digerido y purificado se ligó a su respectivo vector de expresión 

(pL4440, pColdI o pNeo) (Tabla 4), utilizando el kit “Rapid DNA ligation” (Thermo 

Scientific). Para lo cual se hizo una mezcla de 100 ng del vector de expresión 

digerido, 300 ng del inserto, 4 µl del amortiguador de ligación rápida 5X, 1 µl de 

la T4 DNA ligasa, en un volumen final de 20 µl con agua libre de nucleasas. La 

mezcla se incubó a 22 °C por 5 min. El producto de la reacción de ligación se 

utilizó para la transformación de bacterias competentes E. coli de la cepa DH5α 

de la manera que ya se explicó antes y se realzó un PCR-colony, para verificar 
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la presencia de la construcción de interés. Finalmente, las construcciones 

pL4440/Ehvps35_S, pColdI/Ehvps35_2, pNeo/Ehvps35-ha y pNeo/Ehvps35_1-

ha se purificó utilizando el kit “QUIAGEN Plasmid Purification” (QUIAGEN). 

pL4440/Ehvps35_S se utilizó para transformar bacterias competentes de E. coli, 

cepa HT115. pColdI/Ehvps35_2 se empleó para transformar bacterias 

competentes de E. coli de la cepa SoluBL21 o BL21(DE3). Mientras las 

contrucciones pNeo/Ehvps35-ha y pNeo/Ehvps35_1-ha se utilizaron para la 

transfección de trofozoítos de E. histolytica. 

 

6.4.10 Secuenciación de los vectores de expresión 
 

Para descartar la presencia de mutaciones y errores en el marco de lectura de la 

construcción pColdI/Ehvps35_2, pL4440/Ehvps35_S, pNeo/Ehvps35-ha y 

pNeo/Ehvps35_1-ha se realizó la secuenciación completa del inserto en cada 

vector mencionado, utilizando los primers descritos en la Tabla 5. La reacción de 

amplificación para la secuenciación se hizo con el kit “BigDye® Terminator v3.1 

Cycle Sequencing” (Thermo Scientific), usando las especificaciones del 

fabricante.  

La precipitación de la reacción de secuenciación, se realizó con 60 µl de etanol 

absoluto, que se incubó a temperatura ambiente por 30 min cubierta de la luz. 

Después, se centrifugó a 14 000 rpm durante 20 min (centrífuga Eppendorf 5402) 

y la pastilla se lavó dos veces con 250 µl de etanol al 70%. Para eliminar el 

sobrenadante se centrifugó a 14 000 rpm por 5 min (centrífuga Eppendorf 5402) 

y se eliminó la totalidad del etanol. Finalmente, la muestra se envió a la Unidad 

de Secuenciación del Cinvestav, Unidad Zacatenco.
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Tabla 5.  Primers utilizados para la secuenciación de los vectores pColdI/Ehvps35_2, pL4440/Ehvps35_S, 
pNeo/Ehvps35 y pNeo/Ehvps35_1. 
 

 

 

Primers 
utilizados Secuencia 

TM 
(°C) 

pColdI/Ehvps35_2 
pColdI S ACGCCATATCGCCGAAAGG 

54 
pColdI A GGCAGGGATCTTAGATTCTG 

pL4440/Ehvps35_S 

M13/pUC 
Forward 

S 
CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG 

59 

L4440 A AGCGAGTCAGTGAGCGAG 

pNeo/Ehvps35-ha 

Ehvps35 S CTGGTACCATGTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTAGTCGTCCA 
CAACGAGA 

67 
Ehvps35 A GGGGGATCCTTAAAGTTGAATGTCAGCAAACTTAGTATTTTCTTGAG 

CTGAAATAGT 

pNeo/Ehvps35_1-
ha 

Ehvps351 S CTGGTACCATGTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTAGTCGTCC 
ACAACGAGA 67 

Ehvps351 A GGGGATCCTTACATTTCTGCATCTCCTCCAATTAATGGAAGTAATCTAC 

S: primer sentido 

A: primer antisentido 

TM: temperatura de alineamiento de los primers 
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6.5 Inducción y purificación de las proteínas recombinantes EhVps35-

N y EhVps35-C 

 

6.5.1 Estandarización de la inducción de la expresión de las proteínas 

recombinantes EhVps35-N y EhVps35-C 
 

Las condciones para la producción de las proteínas recombinante EhVps35-N 

(rEhVps35-N) y EhVps35-C (rEhVps35-C) se analizaron durante una cinética de 

inducción de bacterias E. coli de la cepa BL21 (DE3), SoluBL21 (DE3) y Rosetta 

(DE3) transformadas con las construcciones pColdI/EhVps35(1-1428 pb) o 

pColdI/Ehvps35_2. Para lo cual las bacterias se cultivaron paralelamente en dos 

medios (LB y un medio complejo), ambos contaron con 100 µg/ml ampicilina y 

fueron incubados a 37 °C con agitación constante a 170 rpm hasta una densidad 

óptica de 0.8 a 600 nm. 

 

La inducción de la producción de la proteína rEhVps35-N o rEhVps35-C se hizo 

por la adición de IPTG (isopropil-β-D-1-tio-galactósido) hasta una concentración 

de 0.2 mM para BL21(DE3)/Rosetta(DE3) o 1 mM para SoluBL21(DE3) y una 

incubación en hielo por 20 min. El medio se incubó por 18 h a 16 °C en agitación 

constante (170 rpm), tomando muestras de 1 ml a las 4, 6, 8, 12, y 16 h de 

inducción. Las muestras tomadas del cultivo inducido se cosecharon por 

centrifugación a 14 000 rpm por 1 min (centrífuga Eppendorf 5402) y la pastilla 

se resuspendió con 50 µl de amortiguador de muestra 1X (Tris-HCl 0.5 M pH 6.8, 

glicerol 10%, SDS 2%, azul de bromofenol 0.05% y β-mercaptoetanol 0.715 M). 

La muestra con el amortiguador de muestra 1X se colocó a 100 °C durante 5 min 

y se analizaron por medio de un SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 10% 

teñido con azul de Coomassie (0.05% azul de Coomassie, 5% metanol y 10% 

ácido acético). Además, se realizaron ensayos de western blot (sección 6.4) 

utilizando el anticuerpo primario α-His (Roche, 11 922 416 001) en una dilución 

1:500, con lo cual se reconoce a la etiqueta de histidinas presente en las 

proteínas rEhVps35-N o rEhVps35-C. 
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6.5.2 Inducción de la expresión de la proteína rEhVps35-N  
 
Bacterias E. coli de la cepa BL21 (DE3) transformadas con las construcciones 

pColdI/EhVps35(1-1428 pb) se cultivaron en 100 ml de medio complejo con 100 

µg/ml ampicilina a 37 °C con agitación constante a 170 rpm por 16 h. Dicho cultivo 

se inoculó en el biorreactor New Brunswick BioFlo/CelliGen 115 con 5 litros de 

medio complejo. El cultivo se dejó crecer por 12 h, tiempo después del que se le 

adicionó 0.4 mM de IPTG (isopropil-β-D-1-tio-galactósido) y se incubó a 16 °C 

por 18 h. El procediciento de inducción se realizó con el material y apoyo del 

personal del laboratorio del Dr. Jaime Ortega López del departamento de 

Biotecnología del Cinvestav, Unidad Zacatenco.  

 
La biomasa obtenida se cosechó por centrifugación a 7 000 rpm por 20 min, la 

pastilla se pesó y almacenó a -70 °C hasta su uso. Una porción de la muestra fue 

utilizada para realizar un SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 10% teñido 

con azul de Coomassie (0.05% azul de Coomassie, 5% metanol y 10% ácido 

acético) con el fin de verificar la inducción y el resto fue utilizado para la 

purificación de la proteína rEhVps35.  

 

6.5.3 Lisis y fraccionamiento celular de bacterias E. coli BL21(DE3) 

inducidas para la expresión de la proteína rEhVps35-N 
 

La biomasa obtenida de la inducción de rEhVps35-N en bacterias E. coli de la 

cepa BL21 (DE3) se resuspendió en 5 ml de buffer de lisis (NaCl 300 mM, Tris-

HCl 50 mM, Lisozima 0.2 mM, PMSF 1 mM) por cada gramo de biomasa. La 

biomasa se resuspendio después de tres ciclos de congelación rápida (nitrógeno 

líquido) y descongelación en baño maria a temperatura ambiente. Después, se 

sonicaron en frío en el sonicador ultrasónico de punta Vibra-Cell SonicsR dos 

veces a 60 % y 80% de amplitud, esto en ciclos de sonicación de 30 segundos. 

Se centrifugó a 14 000 rpm por 15 min a 4 °C, el sobrenadante se almacenó como 

la fracción soluble de la lisis celular, mientras que una parte de la pastilla se 

almacenó como fracción insoluble de la lisis celular. La pastilla se sometió a dos 

protocolos para estandarizar el mejor proceso para obtener a rEhVps35-N en la 

fracción soluble. En el primer protocolo empleó una alta concentración de urea y 
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ciclos de sonicación de la biomasa (Galindo-Olea, 2022); mientras que en el 

segundo protocolo se empleó una baja concentración de urea y un procesó de 

congelación-descongelación (Qi et al., 2015)  

 

El protocolo uno, inició con el procesamiento de la biomasa con tres lavados en 

la solución 1 (Tris-HCl 50 mM, NaCl 300 mM, PMSF 1 mM), solución 2 (Tris-HCl 

50 mM, NaCl 300 mM, Triton X-114 al 0.1%, Urea 2 M) y solución 3 (Tris-HCl 50 

mM, NaCl 300 mM). En cada lavado se resuspendió la pastilla en 5 ml de solución 

por cada gramo de biomasa inicial. Entre cada lavado, se realizó una sonicación 

en frío (sonicador ultrasónico de punta Vibra-Cell SonicsR dos veces a 60 % y 

80% de amplitud, en ciclos de sonicación de 30 segundos) y se centrifugó de 14 

000 rpm por 20 min a 4 °C. La pastilla resultante del lavado con la solución 3 se 

resuspendió en el buffer de solubilización de cuerpos de inclusión (Tris-HCl 50 

mM, NaCl 0.5 M, β-mercaptoetanol 1 mM, Urea 8 M, imidazol 50 mM) en una 

relación de 5 ml por cada gramo de biomasa incial, después se incubó por 16 h 

con agitación constante a 37 °C. Finalmente, se centrifugó a 14 000 rpm por 20 

min a 4 °C, el sobrenadante se etiquetó como fracción soluble de la solubilización 

de los cuerpos de inclusión y la pastilla se almacenó como fracción insoluble del 

procesamiento de los cuerpos de inclusión.  

 
El segundo protocolo consistió en procesar la biomasa con tres lavados en la 

solución 1 (Tris-HCl 50 Mm, NaCl 300 mM, Triton X-100 2%, Urea 2 M), un lavado 

en la solución 2 (PBS a pH 7.4) y un lavado con solición 3 (PBS a pH 7.4, Urea 2 

M). La pastilla resultante de los lavado se resuspendió en 5 ml de solución por 

cada gramo de biomasa inicial del buffer de solubilización de solución 3 (PBS a 

pH 7.4, Urea 2 M) y se centrifugó en 14 000 rpm por 20 min a 4 °C. La pastilla 

resusltante se resuspendió en 5 ml por cada gramo de biomasa incial del buffer 

de solubilización (Tris-HCl 50 mM, NaCl 0.5 M, Triton X-100 2%, Urea 2 M), 

después se incubó por 16 h a -20 °C. Finalmente, se centrifugó a 14 000 rpm por 

20 min a 4 °C, el sobrenadante se etiquetó como fracción soluble de la 

solubilización de los cuerpos de inclusión y la pastilla se almacenó como fracción 

insoluble del procesamiento de los cuerpos de inclusión.  
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Una porción de las muestras del fraccionamiento celular se utilizó para realizar 

SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 10% que fueron teñidos con azul de 

Coomassie (0.05% azul de Coomassie, 5% metanol y 10% ácido acético), asi 

como ensayos de western blot (sección 6.4) utilizando el anticuerpo primario α-

His (Roche, 11 922 416 001). 

 

6.5.4 Purificación de la proteína rEhVps35-N 
 

La purificación de la proteína recombinante se realizó a partir de la fracción 

soluble, que resultó del proceso de la solubilización de los cuerpos de inclusión 

de las bacterias E. coli BL21(DE3) inducidas.  

 
El aislamiento de la proteína recombinante se hizo a partir de la unión a la 

etiqueta de histidinas a las columnas HisTrap FF(GE Healthcare, 17531901). 

Dicha resina, antes de ser utilizada se lavó tres veces con 7 volumenes de buffer 

de equilibrio (Tris-HCl 20 mM, NaCl 0.5 M, β-mercaptoetanol 1 mM, urea 8 M e 

imidazol 5 mM). Luego, se colocó la muestra a una velocidad constante de 0.2 

ml/min. El líquido colectado de la columna HisTrap FF se etiquetó como fracción 

no unida. La columna se lavó con 5 volumenes con la solución 1 (Tris-HCl 20 

mM, NaCl 0.5 M, β-mercaptoetanol 1 mM, urea 8 M e Imidazol 5 mM), solución 2 

(Tris-HCl 20 mM, NaCl 0.5 M, β-mercaptoetanol 1 mM, urea 8 M, Triton X-114 al 

0.1% e Imidazol 5 mM) y solución 3 (Tris-HCl 20 mM, NaCl 0.5 M, β-

mercaptoetanol 1 mM, urea 8 M e Imidazol 50 mM). Por último, se realizó un 

lavado con 7 volúmenes del buffer de elución (Tris_HCl 20 mM, NaCl 0.5 M, β-

mercaptoetanol 1 mM, urea 8 M e Imidazol 500 mM). Una porción de las muestras 

colectadas en cada lavado y la elución de la proteína recombinante fueron 

analizadas por SDS-PAGE, en geles de poliacrilamida al 10% teñidos con azul 

de Coomassie (0.05% azul de Coomassie, 5% metanol y 10% ácido acético), asi 

como ensayos de western blot utilizando el anticuerpo primario α-His (Roche). 

Posteriormente, para obtener el rendimiento de la purificación antes realizada, se 

hizo la cuantificación de la proteína rEhVps35-N por comparación densitométrica.  
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La cuantificación de rEhVps35-N se realizó mediante la comparación de la 

densitometría entre la banda de interés y un estándar de concentración conocida, 

en un SDS.PAGE (Galindo-Olea, 2022). Brevemente, se utilizó BSA como 

proteína estándar en distintas concentraciones (25, 53, 82, 103, 128 y 159 ng), 

asi como diversas diluciones de la proteína de interés. El gel fue teñido con azul 

de Coomassie y fofografiado con el fotoducumentador. Después, se utilizó el 

programa Image Lab 6.0.1 (BioRad) para realizar una regresión lineal con la 

curva estándar y la intensidad de pixeles de cada banda se extrapoló a la 

intensidad de pixeles de la curva estándar para obtener la concentración de la 

proteína purificada.  

 

6.6 Producción de anticuerpos policlonales α-EhVps35 
 
Debido al bajo rendimiento en la purificación de la proteína recombinante 

rEhVps35-N y la ausencia de inducción en el caso de rEhVps35-C, se procedió 

a inocular el péptido N30-ESEIMNAALNNKDLSK-C45 en ratones (cepa BALB/c) 

como lo describí en mi tesis de maestría (Díaz-Valdez, 2018) para obtener 

anticuerpos policlonales.  

 
Se verificó el reconocimiento específico del suero obtenido de los ratones 

inmunizados, mediante un ensayo de western blot. Para lo que, se realizó la 

transferencia a membranas de nitrocelulosa de extractos de proteína total de 

trofozoítos de E. histolytica (HM1:IMSS), asi cómo de bacterias E. coli cepa 

BL21(DE3) sin y con inducción para la producción de rEhVps35-N. El ensayo de 

western blot para el caso de lisados de trofozoítos se utilizó también α-actina 

como control de carga. El ensayo de western blot con extractos de bacterias E. 

coli cepa BL21 (sin inducción de rEhVps35-N) fue utilizado para verificar la 

ausencia de reconocimiento inespecífico. 

 

6.7 Sobrexpresión de la proteína EhVps35-N y EhVps35 en E. 
histolytica 

 
La inducción de la sobrexpresión del gen Ehvps35, asi como el fragmento 

Ehvps35 (1-1428 pb) correspondiente a la región amino de la proteína EhVps35 
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(EhVps35-N) en E. histolytica, se realizó médiate la transfección de trofozoítos 

con los vectores pNeo/Ehvps35-ha y pNeo/Ehvps35_1-ha. 

 
El vector pNeo/Ehvps35-ha o pNeo/Ehvps35_1-ha se transfrectó en trofozoítos 

de E. histolytica (HM1: IMSS) en medio M199 adicionado con 20 μg del vector de 

interés y 20 μl de SuperFect. El complejo SuperFect-vector se unió a la superficie 

celular y fue internalizado por endocitosis. Los trofozoítos transfectados fueron 

incubados durante 48 h a 37 °C y posteriormente, fueron tratados con 

concentraciones crecientes del antibiotico geneticina (G-418). Además, se realizó 

una transfección control con el vector pNeo sin inserto.  

 
El cultivo simultaneo de trofozoítos transfectados con la contruccción problema 

(pNeo/Ehvps35-ha o pNeo/Ehvps35_1-ha) y el vector pNeo sin inserto fueron 

sometidos gradualmente a concentracciones crecientes del antibiótico G-418, 

iniciando con 1 µg/ml en el medio de cultivo TYI-S-33 (Diamond, et al., 1978) 

suplementado con 20% de suero bovino, una mezcla de vitaminas Diamond 

(JRH, Biosciences), 1.2 U/ml de penicilina (Lakside) y 1.4 mg/ml de 

estreptomicina (Lakeside).  

 

6.8 Knock-down del gen Ehvps35 en trofozoítos de E. histolytica   
 
La disminución de la síntesis de la proteína EhVps35 o knock-down en trofozoítos 

de E. histolytica HM1:IMSS, se realizó médiate la administración de RNA de doble 

cadena (dsRNA o double-stranded RNA, por sus siglas en inglés), los cuales 

fueron generados en bacterias E. coli de la cepa HT115 transformadas el vector 

pL4440/EhVps35_S utilizando el protocolo de Solis et al., 2009.  

 

6.8.1 Producción y purificación de RNAs de doble cadena específicos para 
el gen Ehvps35  

 

La producción de los dsRNA correspondiente a la región Ehvps35(1-154 pb) se 

realizó en bacterias E. coli de la cepa HT115 trasnformadas con el vector 

pL4440/EhVps35_S. 
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Las bacterias E. coli de la cepa HT115 se cultivaron en medio LB adicionado con 

100 µg/ml de ampicilina y 10 µg/ml de tetraciclina, incubado a 37 °C con agitación 

constante a 170 rpm, hasta tener una densidad óptica de 0.6 a 600 nm. Al 

alcanzar la densidad necesaria, se le agregó IPTG a una concentración final de 

1 mM y se incubó a 37 °C por 16 h en agitación. El cultivo se centrifugó a 7 000 

rpm por 5 min (centrífuga Eppendorf 5402) y la pastilla se resuspendió en 10 ml 

de acetato de amonio 1 M y 10 ml de Fenol: Cloroformo: Alcohol isoamílico 

(25:24:1) pH 8, donde se incubó por 15 min a 65 °C con agitación cada minuto. 

Se recuperó el sobrenadante y se le agregó un volumen de isopropanol, para 

dejarse a -20 °C por 16 h. Se centrifugó a 14 000 rpm por 3 min a 4 °C (centrífuga 

Eppendorf 5402), el sobrenadante se desechó y se realizaron dos lavados con 

etanol 70%, con centrifugaciones de 14 000 rpm por 10 min a 4 °C (centrífuga 

Eppendorf 5402) entre cada lavado. La pastilla se resuspendió en 120 µl de agua 

libre de nucleasas y se cuantificó en el espectrofotómetro NanoDropTM Life 

(Thermo Scientific). 

 
La purificación de ácidos nucleidos obtenida, se liberó de DNA y RNA de cadena 

sencilla mediante la adición de 0.25 µl de DNasa recombinante libre de RNasa 

10 U/ µl (Promega) y para la eliminación RNA de cadena sencilla se adicionó 0.25 

µl RNasa A 4 mg/ml (Promega), esta reacción se realizó a 37 °C por 30 min. La 

precipitación de dsRNA se realizó con la adición de un volumen de isopropanol, 

donde se incubó a -20 °C por 16 h y se centrifugó a 14 000 rpm a 4 °C por una 

hora (centrífuga Eppendorf 5402). La pastilla se resuspendió en 200 µl de etanol 

al 75% en agua DEPC y se centrifugó a 14 000 rpm por 15 min a 4 °C (centrífuga 

Eppendorf 5402). La pastilla se resuspendió en 30 µl de agua DEPC y se 

cuantificó nuevamente para ser almacenada a -70 °C hasta su uso. 

 

Adicionalmente como control negativo del silenciamiento se realizaró la 

extracción de dsRNA en bacterias E. coli de la cepa HT115 transformadas con el 

vector pL4440/gfp (proporcionado por la Dra. Laurence A. Marchat Marchau). 
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6.8.2 Suministro de RNAs de doble cadena específicos para producir knock-

down del gen Ehvps35 en trofozoítos de E. histolytica 
 

Se colocó en interacción 300 000 trofozoítos de E. histolytica (HM1:IMSS) en 

medio TYI completo con 5 µg/ml de dsRNA extraído de bacterias E. coli de la 

cepa HT115 con la construcción pL440/Ehvps35_S o pL440/gfp. Esta interacción 

se mantuvo por 48, 72, 96 y 120 h a 37 °C para realizar una cinética del knock-

down en el gen Ehvps35. Por último, los trofozoítos fueron centrifugados a 1 700 

rpm por 7 min (centrífuga Neofuge 1600R) y se procedió a la extracción de 

proteína (resuspendidos en una mezcla de inhibidores de proteasas, antes 

descrito) y la verificación del knock-down por ensayos de western blot. 

 

6.8.3 Verificación del knock-down del gen Ehvps35 a nivel de proteína 
 

El knock-down se verificó a nivel de proteína por ensayos de western blot 

utilizando extractos proteicos de trofozoítos de E. histolytica (HM1:IMSS) tratados 

con dsRNA de interés (Ehvps35-KD) y sin tratamiento con dsRNA (trofozoítos 

control). Los ensayos de western blot se realizaron con los anticuerpos primario 

α-EhVps35 (1:500) y α-actina(1:3000). Por último, se procedió a realizar el 

análisis densitométrico antes descrito (sección 6.3).  

 

6.9 Determinación de la función de EhVps35  
 
La función de EhVps35 se dilucidó mediante el uso de trofozoítos con knock-

down del gen Ehvps35. Dichos trofozoítos, se utilizaron para realizar un ensayo 

de reciclaje con marcaje de proteínas superficiales con biotina y ensayos que 

evalúan los principales mecanismo de virulencia de E. histolytica.  

 

6.9.1 Inmunoprecipitación 
 
El ensayo de inmunoprecipitación se realizó como se describe en Avalos-Padilla 

et al., (2015). Brevemente, 100 µl perlas de agarosa acopladas a la proteína G 

recombinante o rProtein G (Invitrogen) se incubaron con 100 µg anticuerpo α-

EhVps35 o suero preinmune por 16 h a 4°C en agitación suave. Después, las 

perlas se incubaron con BSA al 0.5% en PBS 1X por 30 min en agitación a 4 °C 
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y se realizaron tres lavados con 1ml PBS 1X y las perlas se incubaron con 1 mg 

extractos totales de trofozoítos en condiciones basales por 16 h la a 4°C en 

agitación suave. Posteriormente, las perlas se lavaron tres veces con 500 μl de 

PBS 1X y centrifugaciones de 2 000 rpm por 3 min (centrífuga Eppendorf 5402), 

se eliminó el sobrenadante y las perlas se resuspendieron en 30 µl de inhibidores 

y 30 µl de buffer de muestra 2X. Las muestras se analizaron por SDS-PAGE en 

un gel de poliacrilamida al 10% que fue trasferido a una membrana de 

nitrocelulosa para ensayos de western blot, utilizando los anticuerpos α-EhVps35, 

α-EhTom1, α-EhVps23, α-EhVps36, α-EhADH, α-EhVps32, α-Hgl Gal/GalNac y 

α-Actina. 

 

6.9.2 Análisis de espectrometría de masas LC-ESI-HDMSE 
 
Muestras procedentes del ensayo de inmunoprecipitación antes descrito, fueron 

procesadas para un ensayo de SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 10% que 

se tiñeron con azul de Coomassie y fueron enviadas para su análisis por 

espectrometría de masas a la Unidad de proteómica del Cinvestav-Unidad 

Zacatenco. Cada carrril se cortó y digirió enzimáticamente de acuerdo con el 

protocolo de Ramírez-Flores et al. (2019). Posteriormente, los péptidos se 

cargaron en la precolumna Symmetry C18 Trap V/M (Waters); 180 μm × 20 mm, 

tamaño de poro de 100 A°, tamaño de partícula de 5 μm y desalado usando como 

fase móvil A (0,1% de ácido fórmico en H2O) y fase móvil B (0,1% de ácido 

fórmico en acetonitrilo) bajo las siguientes condiciones, gradiente isocrático: 99.9 

% de fase móvil A y 0,1% de fase móvil B a un flujo de 5 μl/min durante 3 min. 

Luego, los péptidos se cargaron y separaron en una columna HSS T3 C18 

(Waters); 75 μm × 150 mm, tamaño de poro de 100 A°, tamaño de partícula de 

1,8 μm, utilizando un UPLC ACQUITY M-Class (Waters) con las mismas fases 

móviles bajo el siguiente gradiente: 0 min 7% B, 121,49 min 40% B , 123 a 126,46 

min 85% B, 129 a 130 min 7% B, a un flujo de 400 nL min y 45 °C. Los datos de 

los espectros se adquirieron en un espectrómetro de masas con ionización por 

electropulverización y separación de movilidad iónica Synapt G2-Si (Waters) 

utilizando un enfoque de adquisición independiente de los datos a través del 

modo HDMSE (Waters). Los archivos sin procesar generados que contienen 
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espectros MS y MS/MS se desconvolucionaron y compararon utilizando el 

software ProteinLynx Global SERVER (PLGS) v3.0.3 (Li et al., 2009), así como 

la base de datos de E. histolytica (Uniprot). Todas las identificaciones tuvieron 

una confiabilidad ≥ 95%. 

 

La base de datos depurada fue analizada por Ausencio Galindo Olea utilizando: 

PANTHER Classification System (https://www.pantherdb.org/about.jsp), 

GeneOntology (GO) análisis (http://geneontology.org/) y se comparo múltiples 

análisis proteomicos de E. histolytica. El análisis GO se realizó con los 10 

términos GO enriquecidos más significativos en las ramas de proceso biológico, 

función molecular y componente celular. Todos los valores P estadísticamente 

significativos fueron normalizados con un logaritmo negativo base 10 para ser 

graficados. 

 

6.9.3 Obtención de un modelo tridimensional de EhVps35 y EhTom1 
 
El modelo tridimensional (3D) de EhVps35 se obtuvo en el servidor I-TASSER 

utilizando los cristales de Vps35 de Mus musculus (PDBID:6VAB:B) y H. sapiens 

(PDB:7BLN:C) como plantilla. Mientras el modelo 3D de EhTom1 se realizó 

utilizando el servidor I-TASSER y el dominio VHS del cristal de Tom1 de H. 

sapiens como plantilla. Los modelos 3D se refinaron gracias a la colaboración 

con Dra. Maricela Sarita Montaño Valdez, quien a través de 200 ns de simulación 

de dinámica molecular (MDS, por sus siglas en inglés molecular dynamics 

stimulation) by NAMD2.8 (Phillips et al., 2020) con el campo de fuerza 

CHARMM36 obtuvo las topologías de las proteínas EhVps35 y EhTom1 (Huang 

y Mackerell, 2013). A los modelos TIP3 se aplicaron las moléculas de agua, 

utilizando el complemento psfgen en el programa VMD (Humphrey et al., 1996). 

Posteriormente, se añadieron 64 480 moléculas de agua y 12 iones de sodio para 

neutralizar el sistema, que se minimizó durante 10 000 pasos, seguidos de una 

equilibración en condiciones de temperatura y presión constantes (NPT) durante 

1 ns con los átomos de proteína y lípidos restringidos. Después, se corrió la DMS 

por 200 ns, considerando a EhVps35 o EhTom1 como una proteína soluble, sin 

https://www.pantherdb.org/about.jsp
http://geneontology.org/
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restricciones de posición en condiciones de contorno periódico (PBC) y utilizando 

un ensamblaje de NPT a 310 K.  

 

6.9.3 Ensayos de acoplamiento molecular in silico 
 

Los modelos 3D para EhVps23, EhVps32 y EhADH (Nakada-Tsukui et al., 2005; 

Srivastava et al., 2017; Watanabe et al., 2020), así como los modelos obtenidos 

en este trabajo para EhTom1 y EhVps35 fueron utilizados para realizar ensayos 

de acoplamiento molecular. Los ensayos de acoplamiento molecular proteína-

proteína se realizó empleando diferentes conformaciones con el servidor ClusPro 

(Comeau et al., 2004; Kozakov et al., 2013), gracias a la colaboración con la Dra. 

Maricela Sarita Montaño Valdez. Las conformaciones con el clúster más alto y la 

energía más baja, fueron analizados en el servidor PDBSum (Laskowski et al., 

1997), mientras que la visualización del modelo 3D se realizó mediante el 

programa VMD (Humphrey et al., 1996). 

 

6.9.4 Obtención de eritrocitos humanos 
 

A partir de una muestra de sangre periférica obtenida por punción venosa se 

aislaron eritrocitos. Dicha muestra de sangre se colocó en interacción con el 

anticoagulante Alsever (glucosa 2.05%, cloruro de sódico 0.42%, ácido cítrico 

0.055%) en una relación volumen/volumen. La solución Alsever se utilizó para 

realizar tres lavados, con centrifugaciones a 3 000 rpm por 5 min (centrífuga 

Neofuge 1600R), entre cada lavado se eliminó el sobrenadante (suero) y la fase 

intermedia (leucocitos). De los eritrocitos aislados se tomó una muestra para 

realizar una dilución 1:1000 en PBS 1X estéril, de esta solución se tomó 10 µl 

para realizar el conteo en una cámara de Neubauer usando la siguiente formula: 

 

(
𝑁𝑜.  𝑒𝑟𝑖𝑡𝑟𝑜𝑐𝑖𝑡𝑜𝑠 

5
)  𝑋 (25  𝑋  10 000  𝑋  𝐹𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛) =  𝑒𝑟𝑖𝑡𝑟𝑜𝑐𝑖𝑡𝑜𝑠/𝑚𝑙 

 

Por último, los eritrocitos cuantificados fueron suspendidos nuevamente en 

Alsever y se almacenaron hasta su uso a 4 °C. 
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6.9.5 Cuantificación de la eritrofagocitosis 
 

La capacidad de ingesta de eritrocitos fue cuantificada en trofozoítos de E. 

histolytica HM1:IMSS control y Ehvps35-KD. Los trofozoítos fueron incubados en 

agitación suave con eritrocitos en una proporción 1:25, en medio TYI sin suero a 

por 5 y 30 min a 37 °C. Los eritrocitos no ingeridos por las amibas se lisaron con 

agua fría. Los trofozoítos se fijaron con glutaraldehído al 2.5% a 37 °C por 40 

min. Posteriormente, se realizó una tinción Novikoff (Novikoff et al., 1972) que 

requirió la incubación en una solución 3-3´ diaminobencidina (Sigma) 2 mg/ml en 

solución amortiguadora 2-amino, 2 metilpropanodiol 0.5 M pH 9.7 por 30 min a 

37 °C. Después, se realizaron 4 lavados con PBS 1X, centrifugando por 3 min a 

1700 rpm (Eppendorf 5415C). Estos ensayos se llevaron a cabo por triplicado en 

experimentos independientes y se tomaron imágenes representativas. Se 

contaron los eritrocitos ingeridos en 100 trofozoítos al azar en cada experimento 

y los resultados fueron analizados en el programa GraphPad Prism 6, para 

determinar si existieron diferencias significativas entre las muestras. 

 
6.9.6 Cuantificación de la adhesión 
 

La capacidad de adhesión de eritrocitos fue cuantificada en trofozoítos de E. 

histolytica HM1:IMSS control y Ehvps35-KD. Los trofozoítos fueron incubados en 

agitación suave con eritrocitos en una proporción 1:25, en medio TYI sin suero a 

por 5 y 30 min a 4 °C. Los trofozoítos se fijaron con con glutaraldehído al 2.5% a 

37 °C por 40 min y se tiñeron con la técnica Novikoff (Novikoff et al., 1972) antes 

descrita. Estos ensayos se llevaron a cabo por triplicados independientes y se 

tomaron imágenes representativas. Se contaron los eritrocitos adheridos en 100 

trofozoítos al azar en cada experimento y los resultados fueron analizados en el 

programa GraphPad Prism 6. 

 

6.9.7 Ensayos de eritrofagocitosis por pulso y caza analizados por western 
blot  
 

Trofozoítos de E. histolytica HM1:IMSS en interacción con eritrocitos en relación 

1:25 se incubaron en medio TYI sin suero a 37 °C por 2 min, después de este 

tiempo se les agregó una mezcla de medio TYI sin suero con agua estéril (1 
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volumen de TYI por 2 volúmenes de agua) y se incubó por 7 min a temperatura 

ambiente para causar la hemólisis de los eritrocitos no fagocitados. Después, se 

centrifugó a 1 700 rpm por 7 min (centrífuga Neofuge 1600R) a temperatura 

ambiente y se eliminó el sobrenadante. La pastilla de amibas se resuspendió en 

medio TYI sin suero a 37 °C y se dejó nuevamente a 37 °C cada condición por 3, 

13, 18, 28, 58 o 88 min. Se centrifugó a 1 700 rpm por 7 min (centrífuga Neofuge 

1600R) y eliminó el sobrenadante. La pastilla se resuspendió en una mezcla de 

inhibidores de proteasas como se describe antes (Sección 6.2). Los extractos 

proteicos se analizaron con ensayos de western blot utilizando los siguientes 

anticuerpo primerio: α-EhVps35 (1:500) o α-actina (1:3000). La actina fue 

utilizada como control para realizar el análisis densitométrico como se describe 

antes (Sección 6.3).  

 

6.9.8 Ensayos de eritrofagocitosis para inmunofluorescencia  
 
Los ensayos de eritrofagocitosis se realizaron con trofozoítos de E. histolytica 

HM1:IMSS en medio TYI sin suero incubadas sobre un cubreobjetos estéril por 

10 min a 37 °C, para promover la adhesión de estos. Los trofozoítos adheridos 

se incubaron con eritrocitos en proporción 1:25 por los tiempos analizados (2 y 

30 min) a 37°C en medio TYI. Finalizado este tiempo, las muestras se procesaron 

para ensayos de inmunofluorescencia. 

 

Los ensayos de eritrofagocitosis por pulzo y caza se realizaron con trofozoítos en 

interacción con eritrocitos en proporción 1:25 por 2 min a 37°C. Después, los 

eritrocitos no ingeridos fueron eliminados con un lavado de medio TYI sin suero 

con agua estéril en una relación volumen/volumen a 37 °C para causar la 

hemólisis de los eritrocitos no fagocitados. Los trofozoítos se incubaron por 3, 13, 

28 y 58 min en medio TYI sin suero a 37 °C. Finalizando este tiempo, las muestras 

se procesaron para ensayos de inmunofluorescencia. 

 
Adicionalmente, se hicieron preparaciones con trofozoítos en condiciones 

basales (0 min) para cada cinética de eritrofagocitosis. En algunos experimentos 

se realizó una tinción de organelos ácidos, utilizando LysoTrackerTM Blue DND-
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22 (Invitrogen) (2 μg/ml) at 37°C for 2 h. En los ensayos en los que se requirió 

frenar la síntesis de novo de proteínas, se realizó una incubación de trozofoítos 

por 30 min a 37°C con 100 µg/ml de cicloheximida (CHX), después de este tiempo 

los trofozoítos fueron lavados con PBS 1X y se verificó la viabilidad de las células.  

 

6.9.9 Ensayos de inmunofluorescencia 
 

La preparación se fijó con paraformaldehído al 4% en PBS 1X por 40 min a 37 

°C, después, se lavó tres veces con PBS 1X y se permeabilizó con con una 

solución 0.2% Tritón X-100 en PBS 1X por 10 min. Después, se realizó un lavado 

con PBS 1X y se bloqueó por una hora con 10% de suero fetal bovino en PBS 

1X. A continuación, se lavó una vez con PBS 1X y se incubó por 16 h en 

anticuerpos primarios a 4 °C. Los anticuerpos primarios utilizados fueron: α-

EhVps35 de ratón (1:50), α-biotina de ratón (1:15), α-EhADH de conejo (1:50), α-

EhVps23 de rata (1:50), α-Gal/GalNac de ratón (1:50), α-EhTom1 de ratón (1:50) 

y α-EhVps36 (1:50). En algunos experimentos se utilizó α-EhVps35 marcado con 

FITC fluorochrome kit (Molecular Probes-Thermo Fisher). Posteriormente, se 

realizaron dos lavados con PBS 1X. Los anticuerpos secundarios (α-IgG 

acoplado a un fluorocromo) se incubaron a 37 °C por 30 min. Se realizaron tres 

lavados con PBS 1X y después se tiñeron los núcleos con DAPI (declorhidrato 

de 4´, 6´-diamido-2-fenilindo) con una incubación de 5 min a temperatura 

ambiente, seguido de cuatro lavados con PBS 1X. Además, en algunos 

experimentos se realizó la tinción de la actina filamentosa (F-actina) utilizando 

una incubación con faloidina-rodamina (Invitrogen) por 20 min at 37°C como lo 

describe el provedor. Finalmente, las muestras se colocarán sobre portaobjetos 

limpios y estériles, al que se le adicionó 10 μl de medio de montaje Vectashield 

(Vector Lab). Las muestras se almacenaron a 4 °C hasta su uso. Las muestras 

fueron visualizadas bajo un microscopio confocal Leica TCS-SPE DMI4000 1st 

Gen con el software del fabricante (Leica Microsystems CMS GmbH). 

 

6.9.10 Microscopía electrónica de transmisión 
 
Los experimentos de microscopía electrónica de transmisión con inmunomarcaje 

se realizaron como lo reportó Bolaños et al. (2016) y Talamás-Lara et al. (2021). 
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Trofozoítos de E. histolytica HM1:IMSS, en condiciones basales y con 5 min de 

eritrofagocitosis fueron fijadas con paraformaldehído al 4% y glutaraldehído al 

0.5% (volumen/volumen) diluido en PBS 1X por una hora a temperatura 

ambiente. Después, las muestras se embebiron en resina LR White (London 

Resin Co) que se polimerizó en luz UV a 56 °C por 16 h. La resina polimerizada 

fue cortada en secciones de un grosor aproximado de 60 nm, que se montó en 

rejillas de níquel recubiertas con formvar (Agar Scientific) y se les adicionó el 

anticuerpo policlonal α-EhVps35 (1:50), α-EhVps23 (1:50) o α-EhADH (1:50) en 

el que se incubó por 16 h. A continuación, la muestra se incubó con el anticuerpo 

secundario respectivo (1:50) acoplado a partículas de oro coloidal de 20,10 o 40 

nm (Ted Pella Inc) por 16 h. Finalmente, las muestras se analizaron en el 

microscopio de transmisión electrónica Joel JEM-1011 con la ayuda del Dr. 

Daniel Talamás Lara y la Bióloga Lizbeth Salazar Villatoro. 

 

6.9.11 Ensayo de sensibilidad a la cicloheximida 
 

La cicloheximida es un farmaco utilizado para frenar la síntesis de novo de 

proteínas, sin embargo, debido a que este fármaco fue utilizado por primera vez 

en trofozoítos Ehvps35-KD, se realizó un ensayo de sensibilidad de las células a 

dicho fármaco. Trofozoítos control y Ehvps35-KD se incubaron por 30 min, 2, 4, 

6 y 8 h a 37°C con 100 µg/ml de cycloheximida (CHX) como se reportó 

previamente (Hertz et al., 2014; Hendrick et al., 2016; Sharma et al., 2023). 

Después de este tiempo, los trofozoítos fueron lavodos con PBS 1X. Finalmente, 

se verificó la viabilidad de las células empleando una tinción con azul tripán al 

0.2% en PBS 1X y se realizó una cuantificación en cámara de Neubauer de 100 

células en cada uno de los tres experimentos independientes (Bañuelos et al., 

2012). Los resultados fueron analizados en el programa GraphPad Prism 6.  

 

6.9.12 Ensayo de reciclaje de proteínas de la membrana plasmática en 
trofozoítos de E. histolytica 

 

La función de la proteína Vps35 en otros organismos, al pieza central del 

complejo proteico retrómero, es regular la formación de este complejo; ademas, 

generalmente Vps35 lleva a cabo el reconocimiento de las proteínas recicladas 
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por el retrómero. Con el propósito de determinar si EhVps35, al igual que sus 

homólogas, recicla proteínas asociadas a la membrana plasmática, se realizó el 

marcaje de proteínas superficiales con biotina en un ensayo de reciclaje (Roberts 

et al., 2001; Ivaska et al., 2002). Brevemente, el ensayo se inició con la 

incubación de trofozoítos de E. histolytica control y Ehvps35-KD en medio TYI sin 

suero por una hora a 37 °C. Porteriormente, los trofozoítos fueron incubados en 

0.5 mg/ml de Sulfo-NH-SS-Biotina en PBS por 30 min a 4 °C. Después, se 

realizaron 2 lavados con PBS 1X a 4°C, centrifugando por 3 min a 1700 rpm 

(Eppendorf 5415C). La internalización de las proteínas marcadas con biotina en 

la membrana plasmática se promovió con la incubación en medio TYI con sueron 

a 37 °C por 15 min. Para eliminar la marca de biotina presente en las el NH4 libre 

de las proteínas en la membrana plasmática, se realizó una incubación por 30 

min a 4°C con DTT 100 mM (Bian et al., 2023), después, se realizaron dos lavado 

de los trofozoítos en PBS 1X a 4°C para eliminar cualquier resto de DTT en el 

medio, centrifugando por 3 min a 1700 rpm (Eppendorf 5415C). Por último, para 

observar el regreso o reciclaje de las proteínas marcadas con biotina previamente 

internalizadas, los trofozoítos se incubaron en medio TYI con suero a 37 °C por 

20 o 40 min, tiempo después del cual, se inició el procesamiento para 

microscopía confocal. Se realizó la cuantificación de la intensidad de la 

fluorescencia en la región cercana a la membrana plasmática, utilizando el 

programa ImageJ. Los valores obtenidos fueron analizados en el programa 

GraphPad Prism 6. 

 

6.9.13 Ensayos de secreción  
 

El ensayo de secreción se realizó como se describe en Bolaños et al. (2016). 

Brevemente, se utilizaron 3x106 trofozoítos lavados tres veces con PBS 1X, 

centrifugando por 3 min a 1700 rpm (Eppendorf 5415C). Posteriormente, los 

trofozoítos se incubaron por 2 h a 37 °C en 200 µl de PBS 1X con 1 mg/ml de 

E63 (Sigma) y cóctel de inhibidores de proteasas (Roche). Para obtener las 

moléculas secretadas en el sobrenadantes, la muestra se centrifugó a 1700 xg 

por 10 min y la pastilla fue procesada como se describió antes (Sección 6.2). 
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Finalmente, las muestras se analizaron por western blot usando los siguientes 

anticuerpos: α-EhVps35, α-EhCP112 y α-Actina. 

 

6.9.14 Purificación de vesículas secretadas 
 

Los productos de secreción se procesaron para purificar las vesículas 

extracelulares como lo reportó Théry et al. (2006). Brevemente, los productos de 

secreción se centrifugaron a 10 000 xg por 30 min para eliminar los residuos 

celulares. El sobrenadante se ultracentrifugó a 100 000 xg durante 70 min para 

sedimentar las vesículas. El sedimento se lavó con un volumen de PBS 1X y se 

centrifugó nuevamente en las condiciones antes descritas. La pastilla resultante 

se analizó por microscopía electrónica de transmisión como se describió antes 

(Sección 6.9.10). Dichas muestras fueron obtenidas y procesadas por la Bióloga 

Lizbeth Salazar Villatoro y el Dr. Ausencio Galindo Olea. 

 

6.9.15 Ensayo de migración 
 

El ensayo de migración se realizó por triplicado como se describe en Bolaños et 

al. (2016). Brevemente, se utilizaron 7.5 x 104 trofozoítos control o Ehvps35-KD 

en ayuno por una hora, incubándolos en medio TYI sin suero a 37 °C. Después, 

los trofozoítos fueron colocados en la parte superior del transwell (poro de 5 µm 

de diametro, Costar); en la parte inferior del transwell se colocaron 500 µl de 

suero fetal bovino. Los trofozoítos se incubaron por 3 h a 37 °C y se cuantificaron 

los trofozoítos que migraron a la parte inferior del transwell, utilizando una cámara 

de Neubauer. Los resultados fueron analizados en el programa GraphPad Prism 

6. 

 

6.9.16 Amebiasis experimental 
 

El ensayo de amebiasis experimental se realizó como se describe en Pais-

Morales et al. (2016), utilizando hámsteres (Mesocricetus auratus) adultos de 4 

semanas de edad con un peso de 40 ±5 g. Los hámsteres se anestesiaron con 

isofluorano al 3% en un inicio y al 1.5% del mismo anestésico durante todo el 

proceso quirúrgico. La superficie abdominal de los hámsteres fue afeitada y se 
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hizo una incisión longitudinal en la pared abdominal para exponer la vena porta y 

el hígado. Trofozoítos (2.5 x 106 en 100 µl de TYI-S-33) de cada grupo (control o 

Ehvps35-KD) fueron inoculados intraportalmente en los animales. Siete días 

después, los hámsteres se sacrificaron con una sobredosis del mismo 

anestésico.  

 

6.10 Análisis estadísticos 
 

Los datos se graficaron empleando el programa GraphPad Prism V 5.01 y los 

valores representan la media ± el error estándar de al menos tres experimentos 

independientes. El análisis estadístico se realizó en el mismo programa, 

empleando las pruebas de Anova o T-student, donde la significancia fue de 

*p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001. 

 

6.11 Manejo ético de los animales 
 

El comité institucional de ética acerca del uso y cuidado de animales, revisó y 

aprobó el protocolo del uso y cuidado de los animales: dentro de los que se 

incluyen ratones, conejos, ratas y hámsters utilizados en experimentos de 

virulencia in vivo (Numero de protocolo 0225-16), establecido 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 animales de laboratorio, dadas por la Secretaria de Agricultura, 

Ganaderia, 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 

aprobada:BOO.02.03.02.01.908).  
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7. RESULTADOS 

 

7.1 Inducción de la proteína rEhVps35-C 
 

7.1.1 Clonaciones del fragmento Ehvps35(1429-2274 pb) en el vector pColdI 
 

La producción de la proteína rEhVps35-C (región carboxilo de EhVps35) requirió 

inicialmente del diseño de primers específicos que amplificaron la región 1429 a 

2274 pb del gen Ehvps35 (fragmento Ehvps35 (1429-2274 pb)) con las secuencias de 

reconocimiento para las enzimas KpnI y BamHI. El fragmento Ehvps35 (1429-2274 

pb) fue amplificado mediante PCR punto final, usando cDNA de trofozoítos de E. 

histolytica, cepa HM1: IMSS obteniendo un amplificado de 846 pb. 

Adicionalmente, se verificó en el control negativo (agua libre de nucleasas) la 

ausencia de productos de amplificación bajo las mismas condiciones (Figura 14, 

A). Una vez estandarizadas las condiciones del ensayo de PCR, se realizó una 

segunda amplificación del fragmento Ehvps35 (1429-2274 pb) usando una enzima 

polimerasa de alta fidelidad Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (BioLabs, 

M0491), para evitar la introducción de mutaciones durante la amplificación de 

dicho fragmento. El ensayo de PCR con la enzima de alta fidelidad produjo un 

amplificado único y correspondiente al tamaño esperado de 846 pb (Figura 13, 

A), el cual fue purificado del gel de agarosa para clonarlo en el vector 

pJET1.2/blunt, con el que se transformaron bacterias E. coli cepa DH5α.  

 
Colonias de bacterias E. coli de la cepa DH5α transformadas con la construcción 

pJET1.2/Ehvps35_2 fueron aisladas. Posteriormente, se eligieron las colonias 

que tenían la construcción pJET1.2/Ehvps35_2 por medio de ensayos de PCR-

colony en los que se observó un amplificado de 846 pb (Figura 13, B). Una colonia 

con la construcción de interés fue propagada y procesada para la purificación de 

la construcción pJET1.2/Ehvps35_2. Se realizó la digestión de 

pJET1.2/Ehvps35_2 usando las enzimas KpnI y BamHI. El ensayo de digestión 

enzimática reveló la liberación del inserto, correspondiente al fragmento 

Ehvps35(1429-2274 pb) de 846 pb y un segundo fragmento de alrededor de 2974 pb, 

el cual corresponde al vector pJET1.2/blunt (Figura 13, C). Además, se realizó la 

digestión del vector de expresión, pColdI, utilizando las enzimas KpnI y BamHI 
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(Figura 13, C). Finalmente, los productos de la digestión enzimática (el inserto 

liberado y el vector de expresión) fueron purificados y ligados para formar la 

construcción pColdI/Ehvps35_2. La construcción purificada fue usada para 

transformar bacterias E. coli de la cepa DH5α. Nuevamente, se eligieron las 

colonias con la construcción pColdI/Ehvps35_2 utilizando ensayos de PCR-

colony, en los que se obtuvo un amplificado de 846 pb (Figura 13, D). La colonia 

2 con la construcción de interés fue propagada y procesada para la purificación 

de la construcción pColdI/Ehvps35_2.
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Figura 13.  Clonaciones del fragmento Ehvps35(1429-2274 pb) en el vector pColdI. 

A) Producto de la amplificación del fragmento Ehvps35(1429-2274 pb) del gen Ehvps35 analizado mediante PCR en punto final, 
usando una polimerasa convencional (carril 1) y una polimerasa de alta fidelidad (carril 2) en un gel de agarosa al 1% teñido con 
bromuro de etidio. B) PCR-colony de bacterias E. coli de la cepa DH5α transformadas con la construcción pJET1.2/Ehvps35_2 
en un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio. C) Digestión de la construcción pJET1.2/Ehvps35_2 usando las enzimas 
KpnI y BamHI para la liberación del inserto (flecha negra) y del vector pJET1.2 (flecha roja) en un gel de agarosa al 1% teñido 
con bromuro de etidio. Además, se realizó una digestión enzimática con las mismas enzimas para el plásmido pColdI (flecha 
verde) que fue purificado para la ligación al inserto liberado. D) PCR-colony de bacterias E. coli de la cepa DH5α transformadas 
con el vector pColdI/Ehvps35_2, en un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio. Control negativo (-): agua libre de 
nucleasas. Control positivo (+): cDNA de trofozoítos de E. histolytica HM1: IMSS. 

A) B) C) D) 
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7.1.2 Inducción de la proteína rEhVps35-C 
 

Bacterias E. coli de las cepas BL21 (DE3), SoluBL21 y Rossetta (DE3) fueron 

transformadas con la construcción pColdI/Ehvps35_2. La cepa BL21 (DE3) se 

utilizó debido a que previamente se había observado en ella la inducción de la 

región amino de la proteína EhVps35 (rEhVps35-N) (Díaz-Valdez, 2018). La cepa 

SoluBL21, fue elegida porque esta cepa se ha reportado que promueve la 

inducción de proteínas recombinantes principalmente de fracción soluble. 

Finalmente, se utilizó la cepa Rosetta (DE3), una cepa de E. coli utilizada para la 

expresión de proteínas eucariotas que contienen codones rara vez utilizados en 

bacterias de esta cepa, ya que el análisis in silico de la secuencia de nucleótidos 

del fragmento Ehvps35(1429-2274 pb) correspondiente a rEhVps35-C, identificó 22 

codones raros para las bacterias E. coli (Figura 14).  

 

La presencia de la construcción pColdI/Ehvps35_2 en las bacterias E. coli BL21 

(DE3), SoluBL21 (DE3) y Rossetta (DE3) transformadas fue verificada por 

ensayos de PCR-colony en los que se observó un amplificado de 846 pb (Figura 

15).  
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Figura 14.   Identificación de codones raros para E. coli en la secuencia de nucleótidos correspondiente a la proteína 

rEhVps35-C. 

Búsqueda de codones raros en E. coli en la secuencia de nucleótidos correspondiente a la proteína rEhVps35-C. Se identificaron 
seis codones GGA correspondientes al aminoácido glicina, ocho codones de AGA correspondiente al aminoácido arginina, seis 
codones de AUA correspondientes al aminoácido isoleucina y dos codones de CUA correspondientes al aminoácido leucina. 
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Figura 15.  PCR-colony de las bacterias E. coli transformadas con la construcción pColdI/Ehvps35_2. 

A) PCR-colony para la amplificación del fragmento Ehvps35(1429-2274 pb) de la cepa E. coli BL21(DE3) en un gel de agarosa al 1% 
teñido con bromuro de etidio. B) PCR-colony para la amplificación del fragmento Ehvps35(1429-2274 pb) de la cepa E. coli BL21(DE3) 
en un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro. C) PCR-colony para la amplificación del fragmento Ehvps35(1429-2274 pb) de la 
cepa E. coli BL21(DE3) en un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro. Control negativo (-): agua. Control posivito (+): cDNA 
de E. histolytica. 
 

 

A) B) C) 



 

 

77 

 

Se seleccionaron múltiples colonias de las bacterias E. coli de las cepas BL21 

(DE3), SoluBL21 (DE3) y Rossetta (DE3) con la construcción pColdI/Ehvps35_2, 

para ser cultivadas hasta una densidad óptica de 0.6. Posteriormente, se inició la 

inducción para la producción de rEhVps35-C, agregando IPTG (concentración 

final de 0.2 mM) e incubando a 16 °C en agitación por 16 h. Muestras de cada 

cultivo de bacterias previo a la adición de IPTG y después de 16 h de inducción 

fueron analizadas en SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12%. No se 

observó ninguna banda diferencial entre las bacterias sin inducción e inducidas 

al examinar el SDS-PAGE (la banda la rEhVps35-C teóricamente se esperaba en 

32 kDa) teñido con azul de Coomassie (Figura 16, A-C). Por lo que, se procedió 

a realizar una cinética de inducción de 8 y 16 h, que fue analizada por western 

blot. Usando como control positivo de la inducción, bacterias BL12 (DE3) 

transformadas con la construcción pColdI/EhVps35(1-1428 pb) e inducidas para la 

producción de rEhVps35-N, como lo reporté en mi tesis de maestría (Díaz-

Valdez, 2018). Los productos de dichas inducciones fueron procesados para su 

análisis por western blot, ensayo que permite identificar la etiqueta presente en 

la región amino de las proteínas recombinantes EhVps35-C y EhVps35-N 

mediante el uso del anticuerpo α-His. Sin embargo, no se observó reconocimiento 

del anticuerpo α-His en extractos los proteicos procedentes de bacterias 

inducidas para la producción de rEhVps35-C (Figura 17). Mientras, en el control 

(extractos de bacterias inducidas para la producción de rEhVps35-N), se observó 

un reconocimiento de la etiqueta de histidinas (Figura 17). Por lo que, el ensayo 

de western blot corroboró la ausencia de producción de la proteína rEhVps35-C, 

al descartar una inducción de rEhVps35-C imperceptible al visualizar el SDS-

PAGE teñido con azul de Coomassie en las tres cepas utilizadas, posiblemente 

debido a la presencia de múltiples codones raros para E. coli. 
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Figura 16.  Inducción de la proteína rEhVps35-C en bacterias E. coli de las cepas BL21 (DE3), SoluBL21 (DE3) y Rosetta 

(DE3). 

A) inducción de la proteína rEhVps35-C por la adicción de 0.2 mM o 1 mM IPTG en bacterias E. coli BL21 (DE3), analizado en 
un gel de poliacrilamida al 12% teñido con azul de Coomassie. B) Inducción de la proteína rEhVps35-C por la adicción de 0.2 
mM IPTG en bacterias E. coli SoluBL21 (DE3), analizado en un gel de poliacrilamida al 10% teñido con azul de Coomassie. A) 
Inducción de la proteína rEhVps35-C por la adicción de 0.2 mM IPTG en E. coli Rosetta (DE3), analizado en un gel de 
poliacrilamida al 10% teñido con azul de Coomassie. NI: no inducida. I: inducida. La proteína rEhVps35-C tiene un peso esperado 
de 32 kDa (triángulo negro). 
 

A) B) C) 
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Figura 17.  Cinética de la inducción de EhVps35 en bacterias E. coli de las cepas BL21 (DE3), SoluBL21 (DE3) y 

Rosetta (DE3). 

Inducción de la proteína rEhVps35-C por la adicción de 0.2 mM o 1 mM IPTG en bacterias E. coli BL21 (DE3), SoluBL21 (DE3) 
y Rosetta (DE3) se siguió por 8 y 16 h de incubación a 16 °C en agitación. Muestras la cinética de inducción de rEhVps35-C en 
las tres cepas de E. coli fueron analizadas por western blot utilizando el anticuerpo α-His, específico para el reconocimiento de 
la etiqueta de histidinas presente en la región amino de la proteína recombinante. Las muestras procedentes de la inducción de 
rEhVps35-N fueron usadas como un control positivo de inducción. NI: no inducida. I: inducida. La proteína rEhVps35-C tiene un 
peso esperado de 32 kDa (triángulo negro); mientras, la proteína rEhVps35-N tiene un peso de 48 kDa (triángulo rojo). 
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7.2 Purificación de la proteína rEhVps35-N 

 
7.2.1 Inducción de rEhVps35-N en bacterias E. coli de la cepa BL21 (DE3) y 

SoluBL21 (DE3) 
 

Bacterias E. coli de la cepa BL21 (DE3) y SoluBL21 (DE3) transformadas con la 

construcción pColdI/EhVps35(1-1428 pb) fueron inducidas para la producción de 

rEhVps35-N por 16 h. Muestras de la inducción de ambas cepas fueron 

procesadas para ser analizadas por SDS-PAGE teñidos con azul de Coomassie 

(Figura 18). Debido a que la cepa BL21 (DE3) obtuvo un mejor rendimiento en la 

inducción de la proteína rEhVps35 en comparación con la cepa SoluBL21 (DE3), 

en adelante, todos los experimentos fueron realizados únicamente con la cepa 

BL21 (DE3). 

 

Se procedió a analizar diferentes condiciones para la inducción de rEhVps35 con 

el fin de estandarizar las condiciones óptimas para la inducción de dicha proteína 

recombinante. En primer lugar, se realizó una cinética de inducción de rEhVps35, 

tomando una muestra de la biomasa en inducción después de 4, 6, 8, 12 y 16 h 

de la adición de IPTG. Las muestras se analizaron por SDS-PAGE teñido con 

azul de Coomassie. La mejor inducción se obtuvo después de las 4 h de 

inducción por la adición de IPTG en el medio (Figura 19). Debido a que un menor 

tiempo de inducción también representa una menor cantidad de biomasa y por 

ende un bajo rendimiento de la inducción (Studier, 2005), se procedió a realizar 

la inducción de rEhVps35 comparando dos medios, medio LB y el medio de auto 

inducción, ya que este último se ha probado que produce mayor inducción de 

proteínas recombinantes que la inducción por adición de IPTG (Studier, 2005). Al 

comparar la inducción de rEhVps35 obtenida en medio LB con IPTG contra el 

medio de autoinducción, se obtuvo una mejor inducción en el medio LB 

adicionado con IPTG (Figura 20).
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Figura 18.  Comparación de la inducción de la proteína rEhVps35-N en 

bacterias E. coli de las cepas BL21(DE3) y SoluBL21(DE3). 

La inducción de la proteína rEhVps35-N por la adición de 0.2 mM o 1 mM IPTG 
en bacterias E. coli BL21(DE3) y SoluBL21(DE3), se realizó a 16°C en agitación 
contante por 16 h. Muestras de la inducción con ambas cepas fueron analizadas 
en un gel de poliacrilamida al 10% teñido con azul de Coomassie. La proteína 
rEhVps35-N tiene un peso de 48 kDa. 
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Figura 19.  Cinética de la inducción de la proteína rEhVps35-N en bacterias 

E. coli de la cepa BL21(DE3).  

Muestras de inducción de la proteína rEhVps35-N por la adición de 0.2 mM IPTG 
en bacterias E. coli BL21(DE3) a 16°C en agitación constante por 4, 6, 8, 12 y 16 
h, analizado en un gel de poliacrilamida al 10% teñido con azul de Coomassie. 
La proteína rEhVps35-N tiene un peso de 48 kDa. 
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Figura 20.  Comparación de la inducción de rEhVps35 en bacterias E. coli 

BL21(DE3) en dos medios: medio de autoinducción y medio LB con IPTG. 

Gel de poliacrilamida al 10 % teñido con azul de Coomassie de la inducción de 
la proteína rEhVps35 en baterías E. coli BL21(DE3) por 16 h en agitación en dos 
medios: medio de autoinducción a 37 °C y medio LB adicionado con 0.2 mM IPTG 
a 16 °C. La proteína rEhVps35-N tiene un peso de 48 kDa. 
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7.2.2 Purificación de rEhVps35-N en bacterias E. coli de la cepa BL21(DE3) 
 

La inducción de la proteína rEhVps35-N se realizó en el biorreactor New 

Brunswick BioFlo/CelliGen 115 con 5 litros de medio adicionado con IPTG y 

bacterias E. coli de la cepa BL21 (DE3) transformadas con la construcción 

pColdI/Ehvps35(1-1428 pb) como se mencionó antes en materiales y métodos. 

Muestras del cultivo bacteriano fueron tomadas antes de la adición del IPTG y al 

finalizar el tiempo de inducción. Las muestras de biomasa fueron analizadas por 

SDS-PAGE teñido con azul de Coomassie, en el que se observó una banda 

diferencial en la muestra de bacterias inducidas de 48 kDa, correspondientes a 

la proteína rEhVps35-N (Figura 21, A). El procesamiento de la biomasa 

bacteriana para la obtención de la proteína rEhVps35-N en la fracción soluble se 

realizó por dos protocolos: el primero con una baja concentración de urea y 

congelaciones-descongelación; y el segundo método con una alta concentración 

de urea y ciclos de sonicación. Muestras obtenidas de los protocolos para la 

solubilización de rEhVps35-N fueron analizados por SDS-PAGE teñidos con azul 

de Coomassie (Figura 21, B y C). Los mejores resultados se obtuvieron utilizando 

altas concentraciones de urea (Figura 21, C). 
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Figura 21.  Fraccionamiento celular de biomasa obtenida de la inducción de rEhVps35-N en bacterias E. coli de la cepa 

BL21 (DE3) en el biorreactor New Brunswick BioFlo/CelliGen 115. 

SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 10% teñido con azul de Coomassie del procesamiento de la biomasa para la obtención 
de la proteína rEhVps35-N en fracción soluble. A) Muestras de biomasa obtenidas antes y después de la adición de IPTG para 
la inducción de bacterias E. coli BL21 (DE3) en el medio de cultivo complejo utilizando 0.2 mM IPTG en incubación a 16 °C por 
18 h en agitación. B) Procesamiento de 10 g de biomasa para su fraccionamiento celular y posterior solubilización de los cuerpos 
de inclusión utilizando una baja concentración de urea (2 M) y ciclos de congelación-descongelación. C) Procesamiento de 10 g 
de biomasa para su fraccionamiento celular y posterior solubilización de los cuerpos de inclusión utilizando una alta concentración 
de urea (8 M) y sonicación. NI: no inducida. I: inducida. FS: Fracción soluble. FI: Fracción insoluble. Sol: solución. BS: Buffer de 
solubilización. 

A) B) C) 



 

 

86 

 

La proteína rEhVps35 obtenida de la solubilización de cuerpos de inclusión fue 

purificada mediante cromatografía de afinidad en columnas HisTrap FF. Las 

muestras tomadas a lo largo de todo el proceso de purificación de rEhVps35-N 

fueron analizadas por un SDS-PAGE y teñidos con azul de Coomassie. Se 

observó una baja unión de la proteína rEhVps35-N a la columna, ya que se 

presentó una banda correspondiente al peso de la proteína de interés, en la 

fracción no unida similar a la banda observada en la muestra inicial. Esta banda 

no disminuyó con el aumento en el número pases de la muestra por la columna 

de afinidad. Sin embargo, el SDS-PAGE teñido con azul de Coomassie (Figura 

22, A) y western blot (Figura 22, B) mostraron a la proteína rEhVps35-N en los 

eluidos 1, 2, 3, 4 y 5. 

 

La cuantificación de la proteína rEhVps35-N purificada se realizó por 

comparación densitométrica de distintas diluciones del eluidos 2, así como 

cantidades conocidas de una proteína estándar (BSA fracción V) analizadas en 

un SDS-PAGE teñidos con azul de Coomassie. Imágenes de dichos geles fueron 

procesadas en el programa Image Lab 6.0.1 (BioRad) para medir la intensidad 

de pixeles en las bandas de interés y posteriormente se realizó una regresión 

lineal, con la que se calculó la concentración de la proteína rEhVps35-N (Figura 

22, C). El valor de R obtenido de la regresión lineal fue mayor a 0.9, lo que indica 

que las diluciones de la proteína estándar se realizaron correctamente. La 

concentración de rEhVps35-N purificada fue de 0.2201 mg/ml del procesamiento 

de 50 g de biomasa.  
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Figura 22.  Purificación de rEhVps35-N utilizando las columnas HisTrap FF. 

Fracción soluble de los cuerpos de inclusión con la proteína rEhVps35 pasada por una columna HisTrap FF con resina de níquel. 
Posteriormente la columna fue lavada múltiples veces con diferentes buffers y finalmente se separó la proteína de interés de la 
resina utilizando múltiples lavados con un buffer de elusión. A) SDS-PAGE en gel de poliacrilamida al 10% teñido con azul de 
Coomasie de las muestras obtenidas en cada paso de la purificación de la proteína rEhVps35-N utilizando la columna HisTrap 
FF. B) Western blot de las muestras obtenidas en cada paso de la purificación de la proteína rEhVps35-N con la columna HisTrap 
FF utilizando el anticuerpo α-His. C) SDS-PAGE en gel de poliacrilamida al 10% teñido con azul de Coomasie de la proteína 
estándar (BSA fracción V) y diluciones del eluido 2.  FS-CI: fracción soluble de los cuerpos de inclusión. 
 

A) B) C) 
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7.3 Producción de anticuerpos α-EhVps35 

 

El protocolo de inmunización de rata planeado requería de la purificación mínima 

de 3.6 mg de rEhVps35-N. Sin embargo, la purificación de esta proteína tuvo un 

rendimiento de 0.2201 mg/ml del procesamiento de 50 g de biomasa, lo cual hizo 

inviable seguir esta estrategia debido a que la biomasa producida en el 

biorreactor de 5 litros no sería suficiente para purificar la cantidad requerida. 

Además, la problemática de salud mundial, pandemia COVID-19, transcurrió 

durante la realización de la purificación de rEhVps35, lo cual produjo freno en los 

experimentos. Por estas razones, se decidió realizar nuevamente la inmunización 

del péptido N30-ESEIMNAALNNKDLSK-C45 presente únicamente en la región 

amino de la isoforma C de EhVps35 (Figura 23, A y B), reportado por Díaz-Valdez 

(2018) para la producción del anticuerpo α-EhVps35. Siguiendo el protocolo de 

inmunización de ratones Balb/c con el péptido reportado por Díaz-Valdez (2018) 

se obtuvieron sueros inmunes recolectados en los sangrados realizados 

efectuados cada dos semanas. Se probó el reconocimiento de dichos sueros en 

ensayos de western blot y microscopía confocal. 

 

Los sueros inmunes obtenidos con el anticuerpo α-EhVps35 reconocieron 

específicamente a la proteína recombinante rEhVps35-N en el peso esperado (48 

kDa) en ensayos de western blot con extractos de bacterias E. coli BL21 (DE3) 

inducidas para la producción de rEhVps35-N (Figura 23, C). La banda de 48 kDa 

también se reconoció con el anticuerpo dirigido a la etiqueta de histidina presente 

en la proteína rEhVps35-N (Figura 23, C). Mientras, en ensayos de western blot 

con lisados de E. histolytica se observó el reconocimiento de una sola banda con 

el peso previamente reportado para EhVps35 (71 kDa) (Figura 23, D). 

Adicionalmente, se verificó que no se tuviera reconocimiento del suero inmune 

en extractos totales de eritrocitos, ya que estos se ocuparon en ensayos 

posteriores de eritrofagocitosis. 



 

 

89 

 

 
 
 

 
 
Figura 23.  Reconocimiento del anticuerpo α-EhVps35 en ensayos de 

western blot.  

Análisis del reconocimiento de sueros de ratones inmunizados con el péptido N30-
ESEIMNAALNNKDLSK-C45 ubicado en la región amino de EhVps35C. A) 
Ubicación del péptido N30-ESEIMNAALNNKDLSK-C45 en la proteína EhVps35C. 
B) Esquema de las regiones conservadas en las cinco isoformas de la proteína 
EhVps35 (cuadro verde, cuadro amarillo y cuadro azul) y la ubicación del péptido 
usado para producción del anticuerpo α-EhVps35. C) Reconocimientos del 
anticuerpo α-EhVps35 (1:500) en ensayos de western blot realizados con lisados 
de bacterias E. coli BL21 (DE3) inducidas para la producción de la proteína 
rEhVps35-N, lisados de trofozoítos de E. histolytica y lisados de eritrocitos. NI: 
bacterias no inducidas. I: bacterias inducidas. Eh: lisados de trofozoítos de E. 
histolytica. SP: suero preinmune. α-His: control positivo en lisados bacterianos 
inducidos para la producción de rEhVps35-N. α-actina: control positivo en lisados 
de trofozoítos. 

A) 

B) 

C) D) 
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Los sueros inmunes con el anticuerpo α-EhVps35 fueron utilizados en ensayos 

de microscopía confocal a una dilución 1:50 en muestras fijadas de los trofozoítos 

de E. histolytica HM1: IMSS en condiciones basales. El reconocimiento del 

anticuerpo α-EhVps35 mostró un patrón similar al descrito por Díaz-Valdez 

(2018) (Figura 24, A). La proteína EhVps35 se distribuyó principalmente en el 

citoplasma con algunos cúmulos en esta región y en cúmulos puntuales cerca de 

la membrana plasmática (Figura 24, A). Debido a la aparente localización de 

EhVps35 hacia la membrana plasmática y el previo reporte de esta proteína en 

aislados de fracciones celulares correspondientes a la membrana plasmática por 

Biller et al. (2014), se realizaron ensayos de microscopía confocal con trofozoítos 

no permeabilizados. Este ensayo corroboró la presencia de EhVps35 en la región 

externa de la membrana plasmática (Figura 24, A). Adicionalmente, se verificó 

que no hubiera reconocimiento del suero inmune en eritrocitos fijados y 

permeabilizados, procesados para microscopía confocal, utilizando la misma 

dilución del anticuerpo α-EhVps35. Como se esperaba, no se observó 

reconocimiento del suero inmune en dichas muestras (Figura 24, B). 
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Figura 24.  Reconocimiento del anticuerpo α- EhVps35 en ensayos de 

microscopía confocal.  

Análisis del reconocimiento del anticuerpo α-EhVps35, procedente de sueros de 
ratones inmunizados con el péptido N30-ESEIMNAALNNKDLSK-C45 ubicado en 
la región amino de EhVps35 en ensayos de microscopía confocal. A) Trofozoítos 
permeabilizados y no permeabilizados procesados para microscopía confocal, 
utilizando el anticuerpo primario α-EhVps35 y el anticuerpo secundario α-ratón 
FITC. Control negativo: suero preinmune (SP) y muestras procesadas 
únicamente con el anticuerpo secundario (α-ratón FITC). B) Eritrocitos 
procesados para microscopía confocal permeabilizados e incubados con el 
anticuerpo primario α-EhVps35 y el anticuerpo secundario α-ratón FITC. 

A) 

B) 
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7.4 Disminución de EhVps35 en trofozoítos estimulados con 
eritrocitos 

 
Con el fin de analizar la posible participación de la proteína EhVps35 en la 

eritrofagocitosis, se realizaron ensayos de eritrofagocitosis por pulso y caza, 

utilizando trofozoítos estimulados con eritrocitos con una relación 1:25 

trofozoíto/eritrocitos, por 2 min de pulso a 37°C de pulso, seguidos de la 

eliminación de los eritrocitos no ingeridos y finalmente la incubación a 37 °C por 

distintos tiempos (3, 8, 23, 28 y 58 min) de caza. Lisados de trofozoítos fueron 

procesados para su análisis por western blot utilizando el articuerpo α-EhVps35 

(Figura 25, A). Los niveles expresión relativa de EhVps35 fueron determinados 

por densitometría, utilizando el programa ImageJ para cuantificar la intensidad de 

pixeles en las bandas de interés. Los datos de intensidad de pixeles de EhVps35 

fueron normalizados con los datos de actina en cada tiempo de eritrofagocitosis 

y por último, con la intensidad de pixeles presente en EhVps35 en la condiciones 

basales. El análisis densitométrico de los ensayos de eritrofagocitosis por pulso 

y caza reveló la reducciones significativas en EhVps35 a partir de los 10 min (2+8 

min) y hasta los 60 min analizados en este ensayo (Figura 25, B). Sin embargo, 

se observó una reducción perceptible visualmente desde el pulso de 2 min con 

eritrocitos.  
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Figura 25.  Expresión relativa de EhVps35 durant cinéticas de 

eritrofagocitosis. 

Ensayos de eritrofagocitosis por pulso y caza con una relacion 1:25 
trofozoíto/eritrocitos, con un tiempo de 2 min a 37°C de pulso, seguidos de la 
eliminación de los eritrocitos no ingeridos y finalmente la incubación a 37 °C por 
distintos tiempos (3, 8, 23, 28 y 58 min) de caza. A) Extractos proteicos de 
trofozoítos procedentes de cinéticas de eritrofagocitosis fueron analizados por 
western blot. B) Análisis densitométrico de los ensayos de western blot de 
trofozoítos procedentes de cinéticas de eritrofagocitosis por pulso y caza. 
*p<0.05, ** p<0.01, p<0.001. 

A) 

B) 
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7.5 El estímulo de trofozoítos con eritrocitos produce la relocalización 
de la proteína EhVps35  

 

Debido a que EhVps35 presentó una disminución en los niveles de expresión de 

esta proteína en trofozoítos en una cinética de eitrofagocitosis por pulso y caza, 

se procedió a estudiar la ubicación de EhVps35 en las mismas condiciones. 

Trofozoítos fueron estimulados con eritrocitos (1:25 trofozoíto/eritrocitos) con un 

pulso de 2 min a 37°C de pulso, seguidos de la eliminación de los eritrocitos no 

ingeridos y finalmente incubados a 37 °C por distintos tiempos (3, 8, 23, 28 y 58 

min) de caza. Los trofozoítos fueron procesados para su análisis por microscopía 

confocal e incubados con el anticuerpo primario α-EhVps35, seguido por el 

anticuerpo secundario α-IgG de ratón acoplado a FITC y el núcleo de las células 

fue marcado con DAPI.  

 

EhVps35 cambió de una localización mayoritaria en el citoplasma a la membrana 

plasmática y sobre los eritrocitos adheridos a los 2 min de incubación con 

eritrocitos (Figura 26). A los 5 y 15 min, la proteína EhVps35 se ubicó 

principalmente en fagosomas (Figura 26). A los 30 min de eritrofagocitosis, 

EhVps35 está principalmente rodeando algunos fagosomas y con tendencia a 

regresar a su condiciones basales (Figura 26). Adicionalmente, se observó una 

aparente disminución en la intensidad de fluorescencia después del estímulo con 

eritrocitos, lo cual concuerda con la disminución en los niveles de expresión 

relativa de esta proteín,a vistos en los ensyaos de western blot. 
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Figura 26.  Localización de EhVps35 durante una cinética de 

eritrofagocitosis por pulso y caza. 

Imágenes de microscopía confocal representativas de trofozoítos de E. histolytica 
incubados con eritrocitos (1:25 trofozoíto/eritrocitos) por 2 min (tiempo de pulso), 
después, se retiraron los eritrocitos no ingeridos y finalmente, los trofozoítos se 
incubaron a 37 °C por distintos tiempos (3,13,28 min) de caza. Las muestras 
fueron incubadas con el anticuerpo primario α-EhVps35, el anticuerpo α-IgG de 
ratón FITC, y una tinción de núcleo con DAPI (azul). Zoom: magnificaciones de 
las regiones marcadas por un cuadro de línea discontinua blanca. e: eritrocitos. 
Barra de escala, 10 nm. 
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Para estudiar con mayor detalle la localización de EhVps35, se procesaron 

trofozoítos en condiciones basales y después de 5 min de eritrofagocitosis para 

su análisis por microscopía electrónica de transmisión, utilizando el anticuerpo 

primario α-EhVps35 y el anticuerpo secundario α-IgG de ratón acoplado a perlas 

de oro de 20 nm. En condiciones basales, EhVps35 se localizó en algunos puntos 

de la membrana plasmática (Figura 27, A y B). Sin embargo, EhVps35, se 

encuentra principalmente en la membrana de vesículas (Figura 27, C y D). 

Interesantemente, se visualizó una vesícula con una proyección en su membrana 

con marca de EhVps35, parecida a las reportadas durante el proceso de reciclaje 

del retrómero en otros organismos (Figura 27, C-E).  

 

Al analizar las muestras procedentes de trofozoítos estimulados con eritrocitos 

por 5 min, EhVps35 se localizó en regiones de la membrana plasmática en 

contacto con los eritrocitos (Figura 28, A y B). Además, esta proteína se localizó 

en fagosomas en diferentes procesos de maduración. EhVps35 se localizó en 

una prolongación de la membrana de un fagosoma con un eritrocito (Figura 28, 

C y D). EhVps35, también se encontró en estructuras blancas de doble 

membrana dentro del fagosoma (Figura 28, E-J). Las estructuras blancas de 

doble membrana presentes en los fagosomas, previamente se han reportado en 

E. histolytica y podrían corresponder a la hemoglobina digerida dentro de estas 

estructuras vesiculares (Avalos-Padilla et al., 2015; Galindo et al., 2021). Sin 

embargo, dichas estructuras blancas también podrían ser procesos de 

remodelación de membrana requeridos para el reciclaje de proteínas que lleva a 

cabo el retrómero, lo cual concuerda con la presencia de EhVps35 en estas 

estructuras. 
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Figura 27.  Imágenes de microscopía electrónica que muestran la localización de EhVps35 en trofozoítos de 

condiciones basales. 

A-D) Trofozoítos procesados para microscopía electrónica de transmisión usando el anticuerpo α-EhVps35, seguido por el 
anticuerpo secundario α-IgG de ratón acoplado a perlas de oro de 20 nm. En A y B se muestra ha EhVps35 en la membrana 
plasmática. En C y D se muestra a EhVps35 en la membrana de vesículas. E) Esquema de estructuras tubulares clásicamente 
formadas durante el proceso de reciclaje mediado por el retrómero en otros organismos. F) Control negativo: trofozoítos 
procesados para microscopía electrónica de trasmisión usando únicamente el anticuerpo secundario. Ext: espacio extracelular. 
v: vesícula. mp: membrana plasmática, señalada con una flecha. Triángulo negro: reconocimiento del anticuerpo α-EhVps35
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Figura 28.  Imágenes de microscopía electrónica que muestran la localización de EhVps35 en trofozoítos estimulados 

con eritrocitos. 

A-I) Trofozoítos a los 5 min de eritrofagocitosis, procesados para microscopía electrónica de transmisión usando el anticuerpo 
αEhVps35, seguido por el anticuerpo secundario α-IgG de ratón acoplado a perlas de oro de 20 nm. En B se muestra a EhVps35 
en la membrana plasmática. Al interior de la célula, en C-J la proteína EhVps35 se localizó en arreglos blancos con apariencia 
de doble membrana en los eritrocitos fagocitados. Ext: espacio extracelular. v: vesícula. mp: membrana plasmática. e: eritrocito. 
Triángulo negro: reconocimiento del anticuerpo α-EhVps35. 
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7.6 EhVps35 interacciona con múltiples proteínas asociadas al tráfico 
vesicular, secreción, motilidad, fagocitosis y citoesqueleto de 
actina 

 

Debido al notorio cambio en la localización de EhVps35 durante la 

eritrofagocitosis se procedió a estudiar las proteínas con las que interacciona 

utilizando ensayos de inmunoprecipitación con el anticuerpo α-EhVps35 y lisados 

de trofozoítos. El inmunoprecipitado obtenido se analizó por espectrometría de 

masas. La base de datos obtenida identificó a 607 proteínas, sin embargo, 

después del análisis de datos realizado en el software ProteinLinx Global Sever 

(PLGS) v3.0.3 se redujeron a 300 proteínas, las cuales tenían ≥95% de 

confiabilidad. Adicionalmente, la base de datos depurada fue analizada 

utilizando: PANTHER Classification System, GeneOntology (GO) análisis y una 

clasificación de acuerdo a múltiples análisis proteómicos de E. histolytica. 

 

El análisis realizado en PANTHER Classification System dio como resultado que 

la mayor proporción de proteínas que interaccionan con EhVps35 son enzimas 

de interconvensión de metabolitos (enzimas que convierten moléculas pequeñas 

en otras) y proteínas involucradas en la traducción de mRNA a proteína, ya que 

estas representan el 56% de las proteínas identificadas (Figura 30). 

Adicionalmente, se encontraron otros seis tipos de proteínas: moduladoras de la 

actividad proteica por unión (10 %), enzimas modificadoras de proteínas 

(enzimas que modifican directamente de forma covalente a otras proteínas) (8 

%), proteínas del citoesqueleto (8 %), proteínas chaperonas (6 %), proteínas del 

metabolismo del RNA (3 %), proteínas scaffold/andamio (3 %), proteínas 

transportadoras (proteínas transmembranal que permite el paso de sustancias a 

través de la membrana plasmática) (3 %), proteínas de trafico de membranas 

(proteínas en la membrana de vesículas, responsables de la acoplamiento/fusión 

de vesículas a otras membranas) (3 %) (Figura 29). Estos resultados sugieren 

que EhVps35 participa en múltiples funciones celulares, posiblemente por su 

funcion en el reciclaje proteínas. Sin embargo, no descartamos que tambien los 

resultados indiquen nuevas funciones aún no descritas, ya que algunas de estas 

proteínas no tienen procesos de reciclaje. 
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Figura 29.  Clasificación obtenida en Panther Server de las proteínas que interaccionan con EhVps35. 

Espectrometría de masas de ensayos de inmunoprecipitación realizados utilizando α-EhVps35 y lisados de trofozoítos. La base 
de datos obtenida fue analizada utilizando Panther Server y se graficó las tipos de proteínas obtenidas según su abundancia 
porcentual. A la derecha del gráfico se muestran las categorías por función presentes en la base de datos analizadas con el 
número de proteínas en cada categoría entre paréntesis.
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El análisis GO organizó a las proteínas que interaccionan con EhVps35 por su 

ubicación celular, función molecular y proceso biológico, mediante el uso de 

análisis estadísticos para evaluar si la relación en las tres categorías es un evento 

azaroso o no, expresado como valor P y normalizado con un logaritmo negativo 

base 10. En el gráfico obtenido del análisis GO, se muestran las diez categorías 

enriquecidas con mayor significancia en las ramas de ubicación celular, función 

molecular y proceso biológico (Figura 30). De la clasificación basada en la 

ubicación celular, los datos indican que EhVps35 interacciona con proteínas 

intracelulares en complejos proteicos, organelos y estructuras no delimitadas por 

membranas como los ribosomas. Según la clasificación de proteínas por proceso 

biológico, las proteínas más enriquecidas fueron de unión no covalente, proteínas 

ribosomales, proteínas que regulan la integridad de complejos proteicos, 

proteínas relacionadas con el citoesqueleto y proteínas de unión a complejos 

proteicos u otras proteínas. La clasificación basada en procesos biológicos, 

agrupó a las proteínas que interaccionan con EhVps35 en proteínas relacionadas 

con la traducción de mRNA a proteína, procesos metabólicos, catabólicos y 

anabólicos, así como proteínas relacionadas con la organización del 

citoesqueleto y de unión al citosqueleto. Por lo que, el análisis GO en resumen al 

igual que el análisis anterior, indica que las proteínas que interaccionan con 

EhVps35 son proteínas del citoplasma relacionadas con la traducción, procesos 

metabólicos y citoesqueleto.  
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Figura 30.  Análisis GO de las proteínas que interaccionan con EhVps35. 

Gráfica de los valores P obtenidos del análisis GO de la base de datos de las proteínas obtenidas de ensayos de 
inmunoprecipitación utilizando α-EhVps35 y lisados de trofozoítos. Se presenta la normalización de los valores P utilizando el -
log10. En las tres clasificaciones funcionales del análisis GO se presentan las 10 subclasificaciones con mayor significancia, 
organizadas de mayor a menor enriquecimiento de acuerdo con su valor P. 
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La comparación de la base de datos de proteínas que interaccionan con EhVps35 

se realizó utilizando tres bases de datos proteómicos de E. histolytica: 1) análisis 

proteómicos realizados del aislamiento de seudópodos para proteínas 

relacionadas con motilidad (Markiewicz et al., 2011); 2) análisis proteómicos del 

aislamiento de fagosomas para proteínas relacionadas con la fagocitosis (Okada 

y Nozaki, 2006; Watanabe et al., 2023); y 3) análisis proteómico del aislamiento 

de vesículas extracelulares para proteínas relacionadas con secreción (Sharma 

et al., 2020). De las 300 proteínas identificadas de la inmunoprecipitación de 

lisados de trofozoítos con α-EhVps35, se lograron relacionar con fagocitosis, 

secreción y motilidad a 172 proteínas (Figura 31, A). Siendo las proteínas 

relacionadas con secreción la mayor porción (99 proteínas), seguidas de las 

proteínas relacionadas con fagocitosis (90 proteínas) y finalmente las proteínas 

relacionadas con motilidad (40 proteínas) (Figura 31, A). Adicionalmente, la base 

de datos de las proteínas que interaccionan con EhVps35 se compara con 

análisis proteómico correspondiente a proteínas de unión a actina (ABPs, por sus 

siglas en inglés Actin-binding proteins), las cuales en conjunto con la actina son 

nombradas citoesqueleto de actina en E. histolitica (Manich et al., 2018; Rath y 

Gourinath, 2020). Se identificaron a 33 proteínas relacionadas al citoesqueleto 

de actina, las cuales, 12 son exclusibas del citoesqueleto de actina y 21 proteínas 

estaban relacionadas también con fagocitosis, secreción y motilidad (Figura 31, 

B)
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Figura 31.  Proteínas que interaccionan con EhVps35 asociadas a 

fagocitosis, secreción, movilidad y citoesqueleto de actina. 

Análisis de las proteínas identificadas por espectrometría de masas de ensayos 
de inmunoprecipitación realizados utilizando α-EhVps35 con lisados de 
trofozoítos. A) Diagrama de Venn de las proteinas que interaccionan con 
EhVps35, elaborado con las bases de datos de proteínas asociadas a fagocitosis, 
secreción y motilidad.B) Gráfica por abundancia porcentual de proteínas 
sociadas a de fagocitosis, secreción, motilidad y citoesqueleto de actina en la 
base de datos de proteínas que interaccionan con EhVps35.  

A) 

B) 
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7.7 EhVps35 se secreta en vesículas extracelulares 
 

Debido a la interacción de EhVps35 con múltiples proteínas asociadas a 

secreción en vesículas extracelulares, junto con el antecedente de la 

identificación de HsVps35 y EhVps35 en vesículas extracelulares por análisis 

proteómicos (Sharma et al., 2020; Tan et al., 2022), se procedió a estudiar la 

secreción de EhVps35 utilizando ensayos de microscopía confocal, microscopía 

electrónica de tramisión y ensayos de secreción. 

 

Trofozoítos en condiciones basales y estimulados con eritrocitos (1:25 

amiba/eritrocitos  por 30 min) fueron procesados para su análisis por microscopía 

confocal utilizando α-EhVps35 y α-EhVps23, sienda esta última una proteína 

secretada en vesículas extracelulares de E. histolytica (Galindo et al., 2022). En 

los trofozoítos en condiciones basales, EhVps35 y EhVps23 co-localizaron en 

vesículas extracelulares y citoplasmáticas (Figura 32, A). Interesantemente, fue 

más común observar vesículas extracelulares en trofozoítos estimulados con 

eritrocitos (Figura 32, A). 

 

Los ensayos de secreción corroboraron que EhVps35, presenta una disminución 

producto del estímulo con eritrocitos, como se observó en la sección 7.3. 

Además, EhVps35 estuvo presente en los productos de secreción en ambas 

condiciones, teniendo un aparente incremento en los productos de secreción de 

trofozoítos estimulados con eritrocitos. EhVps23, como se esperaba al igual que 

sus homologos en otros organismos podria ser un un marcador de vesículas 

extracelulares en otros organismos, ya que no mostró variaciones en su 

secreción durante este ensayo (Figura 32, B). En cuanto a los controles, se 

muestra un correcto reconocimiento de ambos, EhCP112, el control positivo, 

presente en los productos de secreción de ambas condiciones, miestras que 

actina, el control negativo, ausente en los productos de secreción (Figura 32, B). 
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Figura 32.  Las proteínas EhVps35 y EhVps23 se secretan en trofozoítos en condiciones basales y estimulados con 

eritrocitos. 

Trofozoítos en condiciones basales y estimulados con eritrocitos por 30 min (estimulados-RBCs) fueron procesados para 
microscopía confocal y ensayos de secreción. A) Imágenes de microscopía confocal utilizando α-EhVps35 (verde) y α-EhVps23 
(rojo) de trofozoítos no estimulados y estimulados. Triángulos blancos: vesículas extracelulares marcadas solo con EhVps35. 
Flecha blanca: vesículas extracelulares marcadas con EhVps35 y EhVps23. Barra de escala representa 10 nm. B) Western blot 
de los ensayos de secreción utilizando los anticuerpos α-EhVps35, α-EhVps23, α-EhCP112 y α-actina. Control positivo de 
secreción: α-EhCP112. Control negativo de secreción e integridad de los trofozoítos: α-actina. ET: muestras de extractos de 
trofozoítos. PS: productos de secreción. 

A) B) 
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Debido a la presencia de la proteína EhVps35 en productos de secreción, se 

procedió a analizar la presencia de esta proteína en los MVBs y las vesículas 

extracelulares de los trofozoítos. Ya que Vps35 en humanos, participa en la 

formación/liberación de exosomas, estructuras que proceden de la secreción de 

las vesículas intraluminales (ILVs, por sus siglas en inglés Intraluminal vesicles) 

contenidas en los MVBs (Walsh et al., 2021; Tan et al., 2022). Adicionalmente, 

se analizaron a dos proteínas de la maquinaria ESCRT (EhVps23 y EhADH), ya 

que esta maquinaria es la responsable de la formación de los MVBs. 

 

Trofozoítos en condiciones basales fueron procesados para su análisis en 

microscopía electrónica de transmisión, utilizando α-EhVps35 y α-IgG de ratón 

acoplado a partículas de oro de 20 nm. En las imágenes obtenidas de regiones 

cercanas a la membrana plasmática identificaron MVBs con presencia de 

EhVps35, específicamente en la membrana de dichas estructuras y en las ILVs 

(Figura 33, A-D). Para corroborar la presencia de EhVps35 en los MVBs, se 

realizó un nuevo ensayo de microscopía electrónica de transmisión utilizando los 

anticuerpos α-EhVps23 (10 nm) y α-EhVps35 (30 nm). Las proteínas EhVps35 y 

EhVps23 (ESCRT-I) se ubicaron en MVBs (Figura 33, F-I). Por lo que, se 

procedió a estudiar la secreción de EhVps35 en vesículas extracelulares 

realizando una purificación de estas estructuras para su análisis por microscopía 

electrónica de transmisión utilizando los anticuerpos α-EhVps23 (ESCRT-I), α-

EhADH (proteína accesoria de ESCRT) y α-EhVps35. Se utilizó a dos proteínas 

de la maquinaria ESCRT para identificar vesículas extracelulares relacionadas 

con la secreción de ILVs, es decir, exosomas. Se obtuvieron imágenes de 

vesículas extracelulares con diámetros entre 32 a 297 nm. Dichas estructuras 

presentaron reconocimiento de las proteínas EhVps35 (20 nm), EhVps23 (10 nm) 

y EhADH (30 nm) en la membrana de vesículas extracelulares y dentro de las 

mismas (Figura 34). Es importante destacar que, es la primera vez que se 

reportan imágenes de la presencia de EhADH y EhVps35 en vesículas 

extracelulares. En algunas vesículas extracelulares se observó a la proteína 

EhVps35 junto con EhVps23 o EhADH, por lo que posiblemente EhVps35 se 

secreta en exosomas. 
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Figura 33.  EhVps35 se localizó en MVBs en trofozoítos en condiciones basales. 

Trofozoítos en condiciones basales fueron procesados para microscopía electrónica de transmisión (MET). A-D) Imágenes de 
MET de trofozoítos con inmunomarcaje de EhVps35 utilizando α-EhVps35 y α α-IgG de ratón acoplado a perlas de oro de 20 
nm. Flecha negra: α-EhVps35 (20 nm). E) Control negativo: trofozoítos procesados para MET usando únicamente el anticuerpo 
secundario α-IgG de ratón (20 nm). F-I) Imágenes de MET de trofozoítos con inmunomarcaje de EhVps35 y EhVps23 utilizando 
α-EhVps35, α-EhVps23, α-IgG de ratón (30 nm) y α-IgG de rata (10 nm). C) Control negativo: trofozoítos procesados para MET 
usando únicamente con los anticuerpos secundarios α-IgG de ratón (30 nm) y α-IgG de rata (10 nm). Ext: espacio extracelular. 
v: vesícula. mp: membrana plasmática. Flecha negra: α-EhVps35 (30 nm). Triángulo negro: α-EhVps23 (10 nm). 
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Figura 34.  EhVps35 se secreta en vesículas extracelulares. 

Vesículas extracelulares purificadas de trofozoítos en condiciones basales y 
procesadas para microscopía electrónica de transmisión (MET). A-D) Imágenes 
de vesículas extracelulares procesadas para MET utilizando α-EhVps35 (20 nm) 
y α-EhVps23 (10 nm). E-J) Imágenes de vesículas extracelulares procesadas 
para MET utilizando α-EhVps35 (20 nm) y α-EhADH (30 nm). K) Control negativo: 
vesículas extracelulares procesados para MET usando únicamente los 
anticuerpos secundarios. Flecha negra: α-EhVps35 (20 nm). Triángulo negro: α-
EhVps23 (10 nm). Asterisco: α-EhADH (30 nm). 
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7.8 EhVps35 co-localizó con EhVps23 y EhADH durante la fagocitosis 
 

Para analizar la localización de EhVps35 en los MBVs, se realizaron ensayos de 

microscopía confocal en trofozoítos durante una cinética de eritrofagocitosis para 

investigar la co-localización de EhVps35 con proteínas de la maquinaria ESCRT 

(EhVps23 y EhADH), las cuales participan en la formación de los MVBs. 

 

Trofozoítos provenientes de ensayos de eritrofagocitosis por pulso y caza fueron 

procesaron para microscopía confocal utilizando α-EhVps35 y α-EhVps23. En los 

trofozoítos en condiciones basales, EhVps35 y EhVps23 co-localizaron múltiples 

regiones del citoplasma. En trofozoítos estimulados con eritrocitos disminuyo la 

co-localización entre EhVps35 y EhVps23, recuperándose a niveles similares a 

las condiciones basales a los 60 min de eritrofagocitosis (Figura 35, A y B). A los 

2 min de fagocitosis EhVps35 se localizó hacia las regiones de contacto con los 

eritrocitos, y co-localizó con EhVps23 puntualmente en algunas estructuras 

vesiculares en el citoplasma; mientras de los 5 a 30 min de fagocitosis ambas 

proteínas co-localizaron en algunos fagosomas. Por último, a los 60 min de 

fagocitosis EhVps35 y EhVps23 co-localizaron alrededor de algunos fagosomas. 

Al realizar la cuantificación de la co-localización utilizando la correlación de 

Pearson en los tiempos analizados de la cinética de fagocitosis, se observaron 

valores altos (>0.5) entre EhVps35 y EhVps23 en condiciones basales y a los 60 

min de eritrofagocitosis, así como una reducción significativa en los tiempos de 

eritrofagocitosis intermedios con valores de correlación de Pearson entre 0.46 a 

0.3 (Figura 35, B). Lo cual sugiere que EhVps35 y EhVps23 presentan una alta 

relación en condiciones basales y a los 60 min de fagocitosis 



 

 

111 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A) 

B) 



 

 

112 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35.  Co-localización de EhVps35 y EhVps23 durante la 

eritrofagocitosis. 

Ensayo de eritrofagocitosis por pulso y caza, realizado con una incubación con 
eritrocitos por 2 min (tiempo de pulso), posterior eliminación de eritrocitos no 
ingeridos y finalmente, los trofozoítos se incubaron a 37 °C por distintos tiempos 
(3, 13, 28 y 58 min). A) Imágenes de microscopía confocal de trofozoítos 
procedentes de ensayos de eritrofagocitosis con inmunomarcaje de EhVps35 
(verde) y EhVps23 (rojo). DAPI: marcaje de núcleo en azul. Barra de escala, 10 
µm.  B) Co-localización entre EhVps35 y EhVps23 calculada utilizando el valor 
de correlación de Pearson. ***p<0.01, ***p<0.001.
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Ensayos de eritrofagocitosis por pulso y caza de trofozoítos HM1: IMSS 

procesados para microscopía confocal utilizando α-EhVps35 y α-EhADH 

mostraron la co-localización putual en la membrana plasmática de estas 

proteínas en condiciones basales (Figura 36, A). A los 2 min de fagocitosis, 

EhADH y EhVps35 co-localizaron hacia las regiones de contacto con los 

eritrocitos; mientras a los 5 y 15 min de fagocitosis EhADH y EhVps35 se 

observaron juntas en algunos fagosomas. Por último, a los 60 min de fagocitosis, 

EhADH se localizó nuevamente hacia la membrana plasmática, donde co-localizó 

en algunos puntos con EhVps35. Al realizar la cuantificación de la co-localización 

utilizando la correlación de Pearson en las imágenes de microscopía confocal de 

la cinética de fagocitosis. En condiciones basales y de los 5 a 30 min de 

fagocitosis se presentaron valores de correlación de Pearson entre 0.49 y 0.5, 

que indican moderados relación entre EhVps35 y EhADH (Figura 36, B). A los 2 

min de fagocitosis se observaron valores de correlación de Pearson 

significativamente mayores (0.59), lo que sugiere una alta relación entre EhVps35 

y EhADH en este tiempo de fagocitosis.  

 

En algunos de los tiempos analizados se observaron estructuras parecidas a 

MVBs, las cuales fueron más evidentes a los 30 min de eritrofagocitosis. En la 

Figura 37 se muestra imágenes representativas con acercamientos a la ubicación 

de EhVps35 co-localizando con EhVps23 y EhADH en los MVBs.
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Figura 36.  Co-localización de EhADH y EhVps23 durante la 

eritrofagocitosis. 

Ensayo de eritrofagocitosis por pulso y caza, realizado con una incubación con 
eritrocitos por 2 min (tiempo de pulso), posterior eliminación de eritrocitos no 
ingeridos y finalmente, los trofozoítos se incubaron a 37 °C por distintos tiempos 
(3, 13 o 28 min). A) Imágenes de microscopía confocal de trofozoítos procedentes 
de ensayos de eritrofagocitosis con inmunomarcaje de EhVps35 (verde) y 
EhADH (rojo). DAPI: marcaje de núcleo en azul. Barra de escala, 10 µm. B) Co-
localización entre EhVps35 y EhADH calculada utilizando el valor de correlación 
de Pearson. **p<0.01. 
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Figura 37.  Co-localización entre EhVps35/EhVps23 y EhVps35/EhADH en MVBs. 

Ensayo de eritrofagocitosis por pulso y caza, realizado con una incubación de 2 min (tiempo de pulso) con eritrocitos, 
posteriormente se eliminaron los eritrocitos no ingeridos y finalmente se realizó una incubación a 37°C por 28 min. A) Imágenes 
de microscopía confocal de trofozoítos procedentes de ensayos de eritrofagocitosis con inmunomarcaje de EhVps35 (verde) y 
Ehvps23 (rojo). El recuadro con línea punteada corresponde a magnificaciones de regiones marcadas en A donde EhVps35 se 
localizó en cuerpos multivesiculares (MVBs). B) Imágenes de microscopía confocal de trofozoítos procedentes de ensayos de 
eritrofagocitosis con inmunomarcaje de EhVps35 (verde) y EhADH (rojo). El recuadro con línea punteada corresponde a 
magnificaciones de regiones marcada en B donde EhVps35 se ubicó en MVBs. Barra de escala, 10 µm. 

A) 

B)  
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7.9 EhVps35 interacciona con EhTom1, EhVps23, EhVps32, EhADH, 

la subunidad pesada de Gal/GalNac y actina 

 

El análisis in silico realizado en el programa STRING para predecir las 

interacciones de EhVps35 con otras proteínas, sugirió una posible interacción 

entre el retrómero y la maquinaria ESCRT, por la presencia de la proteína 

EhVps36 (ESCRT-II) (Díaz-Valdez, 2018). Adicionalmente, Galindo et al. (2022) 

reporto la presencia de dos proteínas retromericas, EhVps35 y EhVps26, en 

proteínas inmunopresipitadas con el anticuerpo α-EhVps23, lo cual sugiere un 

relacion entre la proteína EhVps23 (ESCRT-I) y el retrómero. Por estos 

antecedentes, se procedió a realizar ensayos de inmunoprecipitación utilizando 

α-EhVps35 y lisados de trofozoítos en condiciones basales. Como control de la 

inmunoprecipitación, se utilizó el suero preinmune de ratón (IgG de ratón) en la 

misma cantidad que el anticuerpo α-EhVps35. Las proteínas inmunoprecipitadas 

fueron analisadas por western blot utilizando los anticuerpos α-EhVps35, α-

EhVps26, α-EhTom1, α-EhVps23, α-EhVps36, α-EhVps32, α-EhADH, α-Hgl y α-

actina. Se verificó la presencia de EhVps35 y EhVps26, esta última por ser una 

proteína del retrómero que interacciona directamente con EhVps35 (Nakada-

Tsukui et al., 2005). Los resultados evidenciaron la interacción directa o indirecta 

de EhVps35 con múltiples proteínas de la maquinaria ESCRT, especificamente 

con EhTom1 (ESCRT-0), EhVps23 (ESCRT-I), EhVps32 (ESCRT-III) y EhADH 

(proteína accesoria de la maquinaria ESCRT) (Figura 38). Adicionalmente, entre 

las proteínas inmunoprecipitadas estuvo presente la subunidad pesada (Hgl) de 

Gal/GalNac , una proteína transmembranal con un transporte rutinario entre la 

membrana plasmática y el citoplasma (Figura 38). También, se corroboró la 

relación de EhVps35 con el citoesqueleto de actina previamente observada en el 

análisis por espectrometría de masas de las proteínas inmunoprecipitadas 

utilizando α-EhVps35 con lisados de trofozoítos (Seccción 7.5), ya que la proteína 

actina se identificó entre las proteínas inmunoprecipitadas en el ensayo de 

western blot (Figura 38).
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Figura 38.  Ensayo de inmunoprecipitación utilizando α-EhVps35 

analizado por western blot. 

Se realizaron ensayos de inmunoprecipitación utilizando α-EhVps35 o el suero 
preinmune de ratón (SP) con lisados de trofozoítos en condiciones basales. Las 
proteínas inmunoprecipitadas fueron analizadas por western blot utilizando los 
anticuerpos α-EhVps35, α-EhVps26, α-EhTom1 (ESCRT-0), α-EhVps23 
(ESCRT-I), α-EhVps36 (ESCRT-II), α-EhVps32 (ESCRT-III), α-EhADH (proteína 
accesoria de la maquinaria ESCRT), α-Hgl (subunidad pesada de la lectina 
Gal/GalNac) y α-actina. 
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Los resultados obtenidos de la inmunoprecipitación fueron corroborados por 

ensayos bioinformáticos de acoplamiento molecular, para lo cual primero se 

realizó la obtención del modelo 3D de EhVps35 y EhTom1. La estructura 3D de 

EhVps35 que se obtuvo utilizando el servidor I-TASSER (Díaz-Valdez, 2018) y 

llevando a cabo una simulación de la dinámica molecular (DMS). El modelo 3D 

fue empleado para realizar un alinemiento estructural con el cristal HsVps35 

(PDB: 7BLN:C), ensayo en el que se obtuvo un valor de desviación cuadrática 

media (RMSD, por sus siglas en inglés root mean square desciation) de de 1.07 

Å. Sugiriendo, una gran homología estructural al del modelo 3D de EhVps35 con 

sus homólogos, ya que presenta una estructura de α-solenoide (Figura 39, A-C) 

(Hierro et al., 2007; Lucas et al., 2016). El modelo de 3D de EhVps35 se utilizó 

para realizar una DMS de 200 ns con el cual se obtuvo una trayectoria oscilante 

de ±3 Å en su valor de RMSD (Figura 39, D); mientras los datos de radio de giro 

(Rg, por sus siglas en inglés radious of gyration) confirmaron que EhVps35 es 

una proteína extendida que se compactó a los 25, y 50 100 ns (Figura 39, E). Los 

valores de fluctuación cuadrática media (RMSF, por sus siglas en inglés root 

mean square fluctuation) mostraron un alto movimiento de las proteínas en la 

región N-terminal de los aminoácidos 1-199 y en la región C-terminal de los 

aminoácidos 501-757 (Figura 39, F).  

 

La estructura 3D de EhTom1 que se obtuvo utilizando el servidor I-TASSER y el 

cristal del dominio VHS de HsTm1 (PDB:ELK1) (Galindo A., 2016). El modelo de 

3D de EhTom1 se utilizó para realizar la DMS con el cual se obtuvo una 

trayectoria oscilante de ± 3 Å en su valor de RMSD (Figura 40, A); miestras los 

datos de Rg predijeron que EhTom1 se extiende los 20, 65, 81, 92 y 185 ns 

(Figura 40, B). Los valores RMSF mostraron regiones de alto movimiento 

dispersas por toda la proteína (Figura 40, C). El modelo 3D de EhTom1 obtenido 

de la DMS fue similar al reportado por Galindo A., (2016), una estructura 

compuesta por múltiples α-hélices que componen sus dominios (Figura 40, D).  
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Figura 39.  Simulación de la dinámica molecular del modelo 3D de EhVps35. 

A) Modelo predictivo 3D de EhVps35 obtenido después de la simulación de la dinámica molecular (DMS). B) Modelo 3D de 
HsVps35. C) Alineamiento estructural entre EhVps35 y HsVps35. D) Desviación cuadrática media (RMSD, por sus siglas en 
inglés root mean square desciation). E) Radio de giro (Rg, por sus siglas en inglés radious of gyration). F) Fluctuacion cuadrática 
media (RMSF, por sus siglas en inglés root mean square fluctuation). Los corchetes indican las regiones más flexibles. 

A) B) 

C) 

D) 

E) 

F) 
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Figura 40.  Simulación de la dinámica molecular del modelo 3D de EhTom1. 

A) Desviación cuadrática media (RMSD, por sus siglas en inglés root mean square desciation) B) Radio de giro (Rg, por sus 
siglas en inglés radious of gyration). C) Fluctuación cuadrática media (RMSF, por sus siglas en inglés root mean square 
fluctuation). D) Modelo 3D de EhTom1 obtenido después de la simulación de la dinámica molecular (DMS).

A) B) C) 

D) 
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Los acoplamientos moleculares entre EhVps35-EhTom1, EhVps35-EhVps23, 

EhVps35-EhVps32 y EhVps35-EhADH se realizaron utilizando el modelo 3D 

reportados para las proteínas EhVps23, EhVps32 y EhADH (Montaño et al., 

2017; Galindo et al., 2022), así como los modelos 3D obtenidos para EhVps35 y 

EhTom1. 

 

El acoplamiento molecular predijo una interacción EhVps35-EhTom1 con una 

energía libre global calculada en ∆G = -986.8 (Figura 41). Los residuos predichos 

de EhVps35 que interaccionaron con EhTom1 fueron K65, Y68, Q75, D157, 

D209, R212, Q216, R220, Q223, N227, S266, K302, E311, E312, D316, P317 y 

R321 (Figura 43, A). Mientras que en EhTom1 fueron los residuos M1, L2, M3, 

N4, L5, L8, D175, E176, C177, E178, Q179, I181, C184, Q185, F186, L187, Y193, 

L197, R227 y D230. Los residuos R227 y D230 se localizaron en el dominio GAT 

de EhTom1 (Figura 43, B), que tiene unión a ubiquitina (Bañuelos et al., 2022). 

La mayoria de los residuos en EhTom1 que interaccionan con EhVps35 se 

localizaron entre los dominios VHS y GAT (Figura 42, A), sugiriendo que la unión 

EhVps35-EhTom1 no interfiere con la unión de EhTom1 a otras proteínas(Figura 

42, B). 

 

El análisis de acoplamiento molecular predijo una interacción EhVps35-EhVps23 

con una energía libre de ∆G = -1082.46 (Figura 41). Los residuos predichos en 

EhVps35 que interaccionaron con EhVps23 fueron R3, E13, E14, Q16, Y105, 

R109, E137, K147, K192, L197, R196, R202, D203, y C251 (Figura 42, A). 

Mientras, en EhVps23 los residuos fueron E49, R66, E93, Q142, Q144, N145, 

S146, T149, Q152, S188, S197, Q201, Y202, T336, S345 y Y490. Solo tres 

residuos de EhVps23 se ubicaron en el dominio UEV (E49, R66, y E94), y un 

residuos (Y490) en Ehvps23 se ubicó en el dominio Vps23 core. La mayoría de 

los residuos predichos de EhVps23 se localizaron entre los dominios UEV y 

Vps23 core, sugiriendo que la interacción EhVps23-EhVps35 no interfiere con la 

unión de EhVps23 a otras proteínas de la maquinaria ESCRT o proteínas como 

la EhUbiquitina (EhUb) y LBPA (Figura 42, B) (Galindo et al., 2021). El dominio 

UEV de EhVps23 participa en la unión a EhUb, EhVps36, EhVps32, y EhADH 
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(Galindo et al., 2021; Díaz-Hernández et al., 2023); mientras que, en otros 

organismos, el dominio Vps23 core es responsable del reclutamiento de otras 

proteínas de la maquinaria ESCRT (Kostelansky et al., 2007). 

El acoplamiento molecular predijo una interacción entre EhVps35-EhVps32 con 

una energía global libre de ∆G = -845.5 (Figura 41). Los residuos predichos en 

EhVps35 que interaccionaron con EhVps32 fueron S2, R3, Q5, R6, D7, S8, V9, 

S12, Q16, K21, R25, y H69 (Figura 42, A). Mientras, los residuos en EhVps32 

fueron D121, N126, N127, H131, L137, E139, D140, L141, Q142, D143, D145, 

E148, y L149, todos localizados en el dominio Snf7 de EhVps32. La mayoría de 

los residuos de EhVps32 (D121, N127, H131, L137, E139, D140, L141, Q142, 

D145 y E148) son los mismos que fueron predichos en el acoplamiento molecular 

entre EhVps32-EhVps23 (Figura 42, B) (Galindo et al., 2021). Sugiriendo que la 

interacción EhVps35-EhVps32 previene la interacción EhVps23-EhVps32, o que 

estas interacciones ocurren rápidamente.  

 

El análisis de acoplamiento molecular predijo una interacción entre EhVps35-

EhADH con una energía libre de of ΔG = −920.6 (Figura 41). Los residuos 

predichos en EhVps35 que interaccionan con EhADH fueron H271, E312, L315, 

D316, Q320, R321, N323, S329, y Y233 (Figura 42, A). Miestras, los residuos en 

EhADH fueron K98, K100, Y445, Y457, R663, Q673, Q674, P675, Y676, G679, 

T680, y N681. Sugiriendo que, la unión entre EhADH y EhVps35 no interfiere con 

el dominio Bro1 o el dominio de adhesión en EhADH, excepto por los residuos 

K98, K100, y Y457 localizados en el dominio Bro1 de EhADH (Figura 42, B). La 

mayoría de los residuos de EhADH se localizaron en la región carboxilo terminal 

después del dominio de adhesión.
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Figura 41.  Acoplamiento molecular de EhVps35-EhTom1, EhVps35-EhVps23, EhVps35-EhVps32 y EhVps35-EhADH. 

Modelos 3D del acoplamiento molecular predicho para las proteínas EhVps35 (rojo), EhTom1 (negro), EhVps23 (azul) y EhADH 
(amarillo). El panel inferior representa una amplificación de los aminoácidos que participan en la interacción molecular. 
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Figura 42.  Esquema representativo de EhTom1, EhVps23, EhVps32, 

EhADH y EhVps35 con sus respectivos dominios y las regiones de 

interacción con otras proteínas. 

A) Esquema de EhVps35 con la ubicación de los aminoácidos que interaccionan 
con EhTom1 (línea negra), EhVps23 (línea azul), EhVps32 (línea verde) y EhADH 
(línea amarilla), así como las regiones de interacción con otras proteínas 
reportadas en la literatura. B) Esquema de EhTom1, EhVps23, EhVps32 y 
EhADH con la ubicación de los aminoácidos que interaccionan con EhVps35 
(líneas rojas), así como las regiones de interacción con otras moléculas 
reportadas en la literatura (Nakada-Tsukui et al., 2005; Castellanos-Castro et al., 
2016a; Javier-Reyna et al., 2019a; Galindo et al., 2021; Galindo A., 2022; Díaz-
Hernández et al., 2023). 

A) 

B) 
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7.10 Estandarización de la sobrexpresión de EhVps35 en trofozoítos 
 

7.10.1 Clonación del gen Ehvps35 en el vector pNeo 
 
La clonación del gen Ehvps35 en el vector pNeo requirió inicialmente del diseño 

de primers que amplifican el fragmento Ehvps35(4 a 2274 pb) del gen Ehvps35 con 

las secuencias de reconocimiento para las enzimas KpnI y BamHI. 

Adicionalmente, el primer sentido contiene la secuencia codificante de la etiqueta 

HA, por lo que el producto de PCR esperado fue de 2328 pb. El fragmento 

Ehvps35(4-2274 pb) con regiones de reconocimiento de las enzimas de restricción y 

la etiqueta de HA (Ehvps35-ha) fue amplificado mediante una PCR punto final, 

usando cDNA de trofozoítos de E. histolytica HM1: IMSS, obteniendo un 

amplificado de 2328 pb. Además, se verificó la ausencia de productos de 

amplificación en el control negativo (agua libre de nucleasas) (Figura 43, A). Una 

vez estandarizadas las condiciones del ensayo de PCR, se realizó una segunda 

amplificación de Ehvps35-ha usando la enzima polimerasa de alta fidelidad, Q5® 

High-Fidelity DNA Polymerase (BioLabs, M0491), para evitar la introducción de 

mutaciones durante la amplificación de dicho fragmento. El ensayo de PCR con 

la enzima de alta fidelidad produjo un amplificado único y correspondiente al 

tamaño esperado de 2328 pb (Figura 43, A). El amplificado obtenido del ensayo 

de PCR con una enzima polimerasa de alta fidelidad fue purificado del gel de 

agarosa y fue clonado en el vector pJET1.2/blunt, con el que se transformaron 

bacterias E. coli cepa DH5α.  

 
Colonias de bacterias E. coli DH5α transformadas con la construcción 

pJET1.2/Ehvps35-ha fueron aisladas. Posteriormente, se eligieron las colonias 

con la construcción pJET1.2/Ehvps35-ha utilizando ensayos PCR-colony (Figura 

43, B). Una colonia con la construcción de interés fue propagada y procesada 

para la purificación de la construcción pJET1.2/Ehvps35. Se realizó la digestión 

de pJET1.2/Ehvps35 usando las enzimas KpnI y BamHI. El ensayo de digestión 

enzimática reveló la liberación del inserto correspondiente al fragmento Ehvps35-

ha de 2328 pb y un segundo fragmento de alrededor de 2974 pb, el cual 

corresponde al vector pJET1.2 (Figura 43, C). Además, se realizó una digestión 
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del vector de expresión, pNeo-Ehtom1-ha utilizando las enzimas KpnI y BamHI 

(Figura 43, C). Finalmente, los productos de la digestión enzimática (el inserto 

Ehvps35 y el vector pNeo) fueron purificados y ligados para formar la 

construcción pNeo/Ehvps35-ha. La construcción purificada fue usada para 

transformar bacteria E. coli DH5α. Nuevamente, se eligieron las colonias con la 

construcción pNeo/Ehvps35-ha utilizando ensayos de PCR-colony, en los que se 

esperaba un amplificado de 2328 pb (Figura 43, D). Una colonia con la 

construcción de interés fue propagada y procesada para la purificación de la 

construcción pNeo/Ehvps35-ha.
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Figura 43.  Clonación del gen Ehvps35 en el vector pNeo. 

A) Producto de la amplificación del fragmento Ehvps35(4-2274 pb) del gen Ehvps35 mediante PCR en punto final, usando una 
polimerasa convencional (carril 1) y una polimerasa de alta fidelidad (carril 2) en un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de 
etidio. B) PCR-colony de bacterias E. coli DH5α transformadas con la construcción pJET1.2/Ehvps35-ha en un gel de agarosa 
al 1% teñido con bromuro de etidio. C) Digestión de las construcciones pJET1.2/Ehvps35-ha y pNeo-Ehtom1-ha usando las 
enzimas KpnI y BamHI en un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio. El vector pNeo obtenido de la digestión 
enzimática fue purificado y ligado al inserto Ehvps35-ha. D) PCR-colony de bacterias E. coli DH5α transformadas con el vector 
pNeo/Ehvps35-ha en un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio. Control negativo (-): agua libre de nucleasas. Control 
positivo (+): cDNA de trofozoítos de E. histolytica HM1: IMSS. Flecha negra: Ehvps35-ha en 2328 pb. Flecha roja: vector pJET1.2 
en 2974 pb. Flecha morada: vector pNeo en 6185 pb. Flecha verde: inserto Ehtom1-ha en 898 pb. 

A) B) C) D) 



 

 

129 

 

7.10.2 Clonación del fragmento Ehvps35_1-ha en el vector pNeo 
 

La clonación de Ehvps35_1-ha en el vector pNeo requirió inicialmente del diseño 

de primers que amplifican el fragmento Ehvps35 (4-1512 pb) del gen Ehvps35. 

Además, dichos el primer sentido contiene la secuencia reconocida por las 

enzimas KpnI y la secuencia codificante a la etiqueta HA; mientras el primer 

antisentido presenta la secuencia reconocida por la enzima BamHI. Por el diseño 

de los primers, el producto de PCR esperado es de 1547 pb. El fragmento 

Ehvps35 (4-1512 pb) con regiones de reconocimiento de las enzimas de restricción 

y la etiqueta de HA (Ehvps35_1-ha) fue amplificado mediante una PCR punto 

final, usando cDNA de trofozoítos de E. histolytica HM1: IMSS, obteniendo un 

amplificado de 1547 pb (Figura 44, A). En los ensayos de PCR, se verificó la 

ausencia de productos de amplificación en el control negativo (agua libre de 

nucleasas) (Figura 44, A). Una vez estandarizadas las condiciones del ensayo de 

PCR, se realizó una segunda amplificación de Ehvps35_1-ha usando la enzima 

polimerasa de alta fidelidad, Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (BioLabs, 

M0491). El ensayo de PCR con la enzima de alta fidelidad produjo un amplificado 

único y correspondiente al tamaño esperado de 1547 pb (Figura 44, A). El 

amplificado obtenido del ensayo de PCR con una enzima polimerasa de alta 

fidelidad fue purificado del gel de agarosa para clonarlo en el vector 

pJET1.2/blunt, con el que se transformaron bacterias E. coli DH5α.  

 
Colonias de bacterias E. coli DH5α transformadas con la construcción 

pJET1.2/Ehvps35_1-ha fueron aisladas. Posteriormente, se eligieron las colonias 

con la construcción pJET1.2/Ehvps35_1-ha empleando ensayos PCR-colony 

(Figura 44, B). Una colonia con la construcción de interés fue propagada y 

procesada para la purificación de la construcción pJET1.2/Ehvps35_1-ha. Se 

realizó la digestión de pJET1.2/Ehvps35_1-ha usando las enzimas KpnI y BamHI. 

El ensayo de digestión enzimática reveló la liberación del inserto, 

correspondiente al fragmento Ehvps35_1-ha de 1547 pb y un segundo fragmento 

de alrededor de 2974 pb, el cual corresponde al vector pJET1.2 (Figura 44, C). 

Además, se realizó una digestión del vector de expresión, pNeo-Ehtom1-ha 

utilizando las enzimas KpnI y BamHI (Figura 44, C). Finalmente, los productos de 
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la digestión enzimática (el inserto Ehvps35_1-ha y el vector pNeo) fueron 

purificados y ligados para formar la construcción pNeo/Ehvps35_1-ha. La 

construcción purificada se usó para transformar bacterias E. coli DH5α. 

Nuevamente, se eligieron las colonias con la construcción pNeo/Ehvps35_1-ha 

utilizando ensayos de PCR-colony, en los que se esperaba un amplificado de 

1547 pb (Figura 44, D). Una colonia con la construcción de interés fue propagada 

y procesada para la purificación de la construcción pNeo/Ehvps35_1-ha. 
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Figura 44.  Clonación del fragmento Ehvps35_1-ha en el vector pNeo. 

A) Productos de la amplificación del fragmento Ehvps35(4-1512 pb) del gen Ehvps35 mediante PCR en punto final, usando una 
polimerasa convencional (carril 1) y una polimerasa de alta fidelidad (carril 2) analizados en un gel de agarosa al 1% teñido con 
bromuro de etidio. B) PCR-colony de bacterias E. coli de la cepa DH5α transformadas con la construcción pJET1.2/Ehvps35_1-
ha analizada en un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio. C) Digestión de las construcciones pJET1.2/Ehvps35_1-
ha y pNeo-Ehtom1-ha usado las enzimas KpnI y BamHI, analizadas en un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio. 
El vector pNeo obtenido de la digestión enzimática fue purificado y ligado al inserto Ehvps35_1-ha. D) PCR-colony de bacterias 
E. coli de la cepa DH5α transformadas con el vector pNeo/Ehvps35_1-ha analizada en un gel de agarosa al 1% teñido con 
bromuro de etidio. Control negativo (-): agua libre de nucleasas. Control positivo (+): cDNA de trofozoítos de E. histolytica HM1: 
IMSS. Flecha negra: inserto Ehvps35_1-ha en 1547 pb. Flecha roja: vector pJET1.2 en 2974 pb. Flecha morada: vector pNeo 
en 6185 pb. Flecha verde: inserto Ehtom1-ha en 898 pb. 

A) B) C) D) 
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7.10.3 Transfección de trofozoítos con las construcciones pNeo/Ehvps35-
ha y pNeo/Ehvps35_1-ha 

 

La transfección de trofozoítos de E. histolytica HM1:IMSS se realizó con la 

construcción pNeo/Ehvps35-ha para promover la sobrexpresión de la proteína 

EhVps35; o con la construcción pNeo/EhVps35_1-ha para promover la 

sobrexpresión de la región amino de la proteína EhVps35. Se utilizó como control 

la transfección con el vector pNeo. Los trofozoítos fueron cultivados con 

concentraciones crecientes del antibiótico G418 (antibiótico selector de 

transfección). Intrigantemente, pese a la repetición de la transfección no se logró 

obtener un cultivo estable, ya que los trofozoítos transfectados con la 

construcción pNeo/EhVps35_1-ha murieron a concentraciones superiores a 3 

µg/ml de G418, mientras que los trofozoítos transfectados con la construcción 

pNeo/Ehvps35-ha murieron a concentraciones superiores a 8 µg/ml de G418. 

 

7.11 Estandarización del knock-down del gen Ehvps35 en trofozoítos  

 
7.11.1 Clonación del fragmento Ehvps35(1-438 pb) en el vector pL4440 
 
La clonación del fragmento Ehvps35_S en el vector pL4440 requirió inicialmente 

del diseño de primers que amplifican del fragmento Ehvps35 (1-438 pb)  del gen 

Ehvps35 con las secuencias reconocidas por las enzimas KpnI y BamHI. El 

fragmento Ehvps35 (1-438 pb) con secuencias de reconocidas por las enzimas de 

restricción (Ehvps35_S) fue amplificado mediante una PCR punto final, usando 

cDNA de trofozoítos de E. histolytica HM1: IMSS, obteniendo un amplificado de 

454 pb. En dichos ensayos de PCR se verificó la ausencia de productos de 

amplificación en el control negativo (agua libre de nucleasas) (Figura 45, A). Una 

vez estandarizadas las condiciones del ensayo de PCR, se realizó una segunda 

amplificación del fragmento Ehvps35_S usando la enzima polimerasa de alta 

fidelidad, Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (BioLabs, M0491). El ensayo de 

PCR con la enzima de alta fidelidad produjo un amplificado único y 

correspondiente al tamaño esperado de 454 pb (Figura 45, A). El amplificado 

obtenido del ensayo de PCR con una enzima polimerasa de alta fidelidad fue 
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purificado del gel de agarosa para clonarlo en el vector pJET1.2/blunt, con el que 

se transformaron bacterias E. coli DH5α.  

 
Colonias de bacterias E. coli DH5α transformadas con la construcción 

pJET1.2/Ehvps35_S fueron aisladas. Posteriormente, se eligieron las colonias 

con la construcción pJET1.2/Ehvps35_S utilizando ensayos PCR-colony (Figura 

45, B). Una colonia con la construcción de interés fue propagada y procesada 

para la purificación de la construcción pJET1.2/Ehvps35_S. La construcción 

purificada fue digerida por las enzimas KpnI y BamHI. El ensayo de digestión 

enzimática reveló la liberación del inserto, correspondiente al fragmento 

Ehvps35_S de 454 pb y un segundo fragmento de alrededor de 2974 pb, el cual 

correspondió al vector pJET1.2 (Figura 45, C). Además, se realizó una digestión 

del vector de expresión, pL4440/gfp utilizado las enzimas KpnI y BamHI (Figura 

45, C). Finalmente, los productos de la digestión enzimática (el inserto 

Ehvps35_S y el vector pL4440) fueron purificados y ligados para formar la 

construcción pL4440/Ehvps35_S. La construcción purificada fue usada para 

transformar bacteria E. coli DH5α. Nuevamente, se eligieron las colonias con la 

construcción pL4440/Ehvps35_S utilizando ensayos de PCR-colony, en los que 

se esperaba un amplificado de 454 pb (Figura 45, D). Una colonia con la 

construcción de interés fue propagada y procesada para la purificación de la 

construcción pL4440/Ehvps35_S. 
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Figura 45.  Clonación del fragmento Ehvps35_S en el vector pL4440. 

A) Producto de la amplificación del fragmento Ehvps35(1-438 pb) del gen Ehvps35 mediante PCR punto final, usando una polimerasa 
convencional (carril 1) y una polimerasa de alta fidelidad (carril 2) analizado en un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de 
etidio. B) PCR-colony de bacterias E. coli DH5α transformadas con la construcción pJET1.2/Ehvps35_S analizada en un gel de 
agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio. C) Digestión de las construcciones pJET1.2/Ehvps35_S y pL4440/gfp usado las 
enzimas KpnI y BamHI analizada en un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio. El vector pL4440 obtenido de la 
digestión enzimática fue purificado y ligado al inserto Ehvps35_S. D) PCR-colony de bacterias E. coli DH5α transformadas con 
el vector pL4440/Ehvps35_S analizada en un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio. Control negativo (-): agua libre 
de nucleasas. Control positivo (+): cDNA de trofozoítos de E. histolytica HM1: IMSS. Flecha negra: Ehvps35_S en 454 pb. Flecha 
roja: vector pJET1.2 en 2974 pb. Flecha morada: vector pL4440 en 2790 pb. Flecha verde: inserto gfp en 869 pb.

A) B) C) D) 
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7.11.2 La administración de dsRNA-Ehvps35 redujo la expresión de la 
proteína EhVps35 en trofozoítos 

 

Bacterias E. coli de la cepa HT115 transformadas con la construcción 

pL4440/Ehvps35_S y pL4440/gfp fueron inducidas para la producción de dsRNA 

por la adición de IPTG como se describió en materiales y métodos. Los dsRNA 

específicos de la región 1 a 438 pb del gen Ehvps35 (dsRNA-Ehvps35) y los 

dsRNA dirigidos a una proteína no relaciona con E. histolytica (dsRNA-gfp) fueron 

purificados y analizados por electroforesis en gel de agarosa al 1%. Dicho ensayo 

reveló una banda entre los 400 a 200 pb (Figura 46, A). No se observaron bandas 

contaminantes correspondientes a RNA (de una sola cadena) y DNA genómico. 

 

El protocolo de knock-down se realizó administrando a trofozoítos de E. 

histolytica HM1: IMSS en el medio los dsRNA purificados a una concentración 

final de 5 µg/ml. Los dsRNA internalizados fueron procesados y produjeron una 

disminución en la traducción de mRNA a proteína de forma específica y transitoria 

(Figura 46, B). El primer ensayo de knock-down del gen Ehvps35 fue realizado 

con 24 h de tratamiento (incubación en dsRNA); así como dos controles, 

trofozoítos sin tratamiento y tratados con dsRNA-gfp. Las muestras de lisados de 

trofozoítos sin tratamiento y tratados con dsRNA-gfp o dsRNA-Ehvps35 

(Ehvps35-KD) fueron procesados para ensayos de western blot utilizando los 

anticuerpos α-Ehvps35 y α-actina. El análisis densitométrico de las imágenes de 

western blot no mostró diferencias significativas entre los trofozoítos sin 

tratamiento y tratados con dsRNA-gfp. Además, en los trofozoítos Ehvps35-KD 

se observó una disminución significativa del 30 % en el reconocimiento de α-

EhVps35, respecto a ambos controles (Figura 46, C). 
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Figura 46.  Purificación y administración de dsRNA-Ehvps35 a trofozoítos de E. histolytica. 

A) Bacterias E. coli HT115 transformadas con la construcción pL4440/Ehvps35 se indujeron para la producción de dsRNA-
Ehvps35. Los dsRNA producidos fueron purificados y analizados por electroforesis en gel de agarosa al 1% teñido con bromuro 
de etidio. B) Esquema de la administración de dsRNA-Ehvps35 a trofozoítos para el knock-down del gen Ehvps35. En el medio 
de cultivo se administraron dsRNA-Ehvps35 a una concentración final de 5 µg/ml. Los trofozoítos internalizan los dsRNA que 
son procesados por la maquinaria celular, que producen RNAs de una cadena que se une al mRNA impidiendo la producción de 
la proteína EhVps35. C) Ensayo de knock-down utilizando 24 h de tratamiento con dsRNA-gfp (gfp-KD) o dsRNA-Ehvps35 
(Ehvps35-KD), además de trofozoítos sin tratamiento con dsRNA. Las muestras de lisados de trofozoítos sin tratamiento y 
tratados con dsRNA fueron analizados por western blot. D) Análisis densitométrico del reconocimiento por western blot de 
EhVps35, normalizado con el reconocimiento de actina. La gráfica muestra los resultados obtenidos de un experimento con tres 
réplicas técnicas. **p<0.01. 

A) B) C) 

D) 
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Posteriormente, se realizó una cinética del ensayo de knock-down utilizando 

trofozoítos sin tratamiento y tratados con dsRNA-Ehvps35 por diferentes tiempos 

(24, 48, 72, 96, 120 y 168 h) para identificar el tiempo en el que ocurre la mayor 

disminución en la expresión de la proteína EhVps35. Lisados de trofozoítos 

control (sin tratamiento) y tratados con dsRNA-Ehvps35 (Ehvps35-KD) fueron 

analizados por ensayos de western blot en los que observó una disminución 

significativa de EhVps35 desde las 24 h, tiempo en el que redujo la expresión de 

EhVps35 un 22% (Figura 47, A y B). La reducción en la proteína de interés fue 

más evidente y significativa a partir de las 48 h con una reducción del 58% (Figura 

47, A y B). A pesar de tener una reducción mayor al 50% desde las 48 h de 

tratamiento con dsRNA-Ehvps35 se realizó el seguimiento de la cinética de 

knock-down del gen Ehvps35, ya que este procedimiento es transitorio y fue 

relevante saber si la reducción en la expresión de EhVps35 se puede mantener 

por lo menos 168 h (7 días), tiempo utilizado para los ensayos de virulencia in 

vivo de E. histolytica. Entre las 48 y 72 h de tratamiento se mantuvo la 

disminución de EhVps35 en 58%, mientras que después de las 96 y hasta las168 

h de tratamiento se observó una mayor disminución de EhVps35 (66-74%) 

(Figura 47, A y B). 

 

Debido a que la incubación de trofozoítos con dsRNA-Ehvps35 produjo una 

reducción en la proteína EhVps35 mayor al 50% a partir de las 48 h de 

tratamiento, éstas fueron las condiciones empleadas en todos los experimentos 

subsecuentes utilizados en este trabajo que requirieron de trofozoítos Ehvps35-

KD.  

 
En cada ensayo de knock-down del gen Ehvps35 se tomaron muestras de los 

trofozoítos Ehvps35-KD, para su análisis por microscopía confocal y western blot, 

con el fin del corroborar la reducción en la proteína EhVps35. El análisis 

densitométrico de los ensayos de western blot mostró una reducción promedio 

del 60% en EhVps35 (Figura 48, A y B), los cual fue corroborado por el análisis 

de la intensidad de pixeles de las imágenes de microscopía confocal (Figura 48, 

C y D). 
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Figura 47.  Cinética del knock-down del gen Ehvps35 en trofozoítos de E. 

histolytica. 

Trofozoítos HM1: IMSS control (sin tratamiento con dsRNA) e incubados con 
dsRNA-Ehvps35 (Ehvps35-KD) a una concentración final de 5 µg/ml. La 
incubación se realizó por 24, 48,78, 96, 120 y 168 h a 37 °C. Muestras de los 
lisados obtenidos de los trofozoítos control y Ehvps35-KD fueron analizados por 
ensayos de western blot utilizando α-EhVps35 y α-actina. B) Análisis 
densitométrico del reconocimiento por western blot de EhVps35, normalizado con 
el reconocimiento de actina. La gráfica muestra los resultados obtenidos de 3 
experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 

A) 

B) 
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Figura 48.  Análisis del knock-down del gen Ehvps35 en trofozoítos. 

Trofozoítos HM1: IMSS control (sin tratamiento con dsRNA) e incubados por 48 
h con dsRNA-Ehvps35 (EhVps35-KD) a una concentración final de 5 µg/ml. A) 
Muestras de los lisados obtenidos de los trofozoítos control y Ehvps35-KD fueron 
analizados por ensayos de western blot utilizando α-EhVps35 y α-actina. B) 
Análisis densitométrico del reconocimiento por western blot de α-EhVps35, 
normalizado con el reconocimiento de α-actina. La gráfica muestra los resultados 
obtenidos de 10 experimentos independientes de knock-down del gen Ehvps35. 
C) Imágenes de microscopía confocal de trofozoítos control y Ehvps35-KD, 
utilizando el anticuerpo α-EhVps35. D) Análisis de la intensidad de pixeles del 
reconocimiento de α-EhVps35 en imágenes de microscopía confocal de 
trofozoítos control y Ehvps35-KD. Los valores de intensidad de pixeles fueron 
normalizados con respecto al reconocimiento de α-EhVps35 en trofozoítos 
control. La gráfica muestra los resultados obtenidos de al menos 30 células en 
10 experimentos independientes de knock-down del gen Ehvps35.  ***p<0.001. 

A) 

C) 

B) 

D) 
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7.12 EhVps35 participa en el reciclaje de proteínas asociadas a la 
membrana plasmática 

 

La función del retrómero en otros organismos es el reciclaje de proteínas en la 

membrana endosomal hacia el aparato de Golgi o la membrana plasmática 

(Bonifacino y Hurley, 2008; Trousdale y Kim, 2015; Liu, 2016; Seaman, 2021), sin 

embargo, la función del retrómero en E. histolytica hasta esta tesis no se había 

demostrado. Para estudiar el efecto del knock-down del gen Ehvps35 en el 

reciclaje de proteínas asociadas a la membrana plasmática, se realizaron 

ensayos de reciclaje utilizando trofozoítos control (sin tratamiento con dsRNA) y 

Ehvps35-KD (knock-down del gen Ehvps35) analizados por microscopía 

confocal. Los ensayos de reciclaje se iniciaron marcando a las proteínas 

asociadas a la región externa de la membrana plasmática de trofozoítos control 

y Ehvps35-KD con biotina (S-NHS-SS-Biotina). Resultado de este tratamiento las 

proteínas en la membrana plasmática de ambos grupos se marcaron 

uniformemente (Figura 49, A y B). Después, se favoreció la internalización de las 

proteínas biotiniladas con una incubación de los trofozoítos control y Ehvps35-

KD a 37 °C (Figura 49, A). Por lo que, en los trofozoítos de ambos grupos se 

observó un aumento en el reconocimiento de proteínas biotiniladas en el 

citoplasma (Figura 49, B). Posteriormente, los trofozoítos de ambos grupos 

fueron tratados con DTT, para eliminó la marca de biotina en las proteínas 

biotiniladas que continuaban en la membrana plasmática, con el fin de observar 

únicamente las proteínas biotiniladas e internalizadas (Figura 49, A y B). 

Finalmente, los trofozoítos se incubaron a 37 °C para favorecer el tráfico vesicular 

y por ende el reciclaje de las proteínas biotiniladas e internalizadas (Figura 49, 

A). A los 20 y 40 min de incubación a 37 °C, en los trofozoítos control se observó 

a las proteínas biotiniladas principalmente en la membrana plasmática, mientras 

en los trofozoítos Ehvps35-KD, las proteínas biotiniladas se localizaron 

principalmente en el citoplasma (Figura 49, B y C). 
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Figura 49.  Reducción del reciclaje de proteínas asociadas a la membrana plasmática en trofozoítos Ehvps35-KD. 

A) Esquema del ensayo de reciclaje de proteínas biotiniladas en la membrana plasmática. 0: células no tratadas. 1: Marcaje de 
proteínas asociadas a la membrana plasmática por una incubación a 4 °C de trofozoítos en biotina. 2: Internalización de las 
proteínas biotiniladas por una incubación a 37°C de trofozoítos. 3: Eliminación de la marca de biotina en las proteínas en la 
membrana plasmática por una incubación a 4°C en DTT. 4: Reciclaje de proteínas biotiniladas hacia la membrana plasmática. 
Líneas rojas: proteínas biotiniladas. B) Imágenes de microscopía confocal de trofozoítos control (sin tratamiento con dsRNA) y 
Ehvps35-KD (knock-down del gen Ehvps35) en cada paso de ensayo de reciclaje de proteínas biotiniladas. Barra de escala, 10 
µm. C) Intensidad de fluorescencia medida en la membrana plasmática de los trofozoítos a 20 y 40 min de reciclaje de proteínas 
biotiniladas hacia la membrana plasmática. ***p<0.001. 

A) 

C) 

B) 
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En los ensayos de reciclaje se usó como control trofozoítos sin tratamiento de 

ambos grupos, en los cuales no se observó reconocimiento del anticuerpo α-

biotina (Figura 49, A y B). Además, en cada incubación de los ensayos de 

reciclaje se tomaron muestras de trofozoítos para verificar que la viabilidad 

celular fuera superior al 98 %, utilizando una tinción con azul tripán al 0.2% en 

PBS 1X (Bañuelos et al., 2012).  

 
7.13 Los trofozoítos Ehvps35-KD tienen mayor sensibilidad a la 

cicloheximida 
 

Para estudiar el posible efecto del knock-down del gen Ehvps35 en el reciclaje 

de dos proteínas de E. histolytica asociadas a la membrana plasmática, primero 

se exploró la sensibilidad al fármaco cicloheximida (CHX), con el fin de eliminar 

a las proteínas sintetizadas de novo que están constantemente transportándose 

hacia la membrana plasmática, al igual que las proteínas recicladas. Además, se 

verificó que el uso de CHX no afectó la viabilidad celular en trofozoítos control o 

Ehvps35-KD en los ensayos posteriores. 

 

Los ensayos de sensibilidad al fármaco CHX se realizaron incubando trofozoítos 

control (sin tratamiento con dsRNA) y Ehvps35-KD (knock-down del gen 

Ehvps35) con 100 µg/ml de CHX por 60, 120, 150 y 240 min. Posteriormente, se 

obtuvo la viabilidad celular utilizando una tinción con azul tripán al 0.2% en PBS 

1X (Bañuelos et al., 2012) (Figura 50, A). Entre los trofozoítos control, no tratados 

con CHX (0 min) y tratados con CHX (60, 120, 150 y 240 min) no se observaron 

diferencias significativas en el porcentaje de viabilidad celular (Figura 50, B). En 

cambio, los trofozoítos Ehvps35-KD mostraron una reducción significativa en la 

viabilidad celular del 40 al 60% aproximadamente a 150 y 240 min de tratamiento 

con CHX (Figura 50, B). Por tanto, en los experimentos posteriones que 

requirieron el uso de CHX, el tiempo transcurrido desde la incubacion en CHX al 

procesamiento de los trofozoítos no excedió los 120 min, con el fin de tener una 

viabilidad celular superior al 98% en trofozoítos control y Ehvps35-KD. 
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Figura 50.  Reducción de la viabilidad en trofozoítos Ehvps35-KD tratados con cicloheximida. 

Trofozoítos en condiciones basales incubados con 100 µg/ml de cicloheximida (+CHX) por 0, 60, 120, 150 y 240 min. A) Imágenes 
representativas de microscopía óptica de trofozoítos control (sin tratamiento con dsRNA) y Ehvps35-KD (knock-down del gen 
Ehvps35) tratados con cicloheximida (+CHX) a diferentes tiempos teñidas con azul tripán al 2% en PBS 1X. B) Viabilidad celular 
cuantificada en cámara de Neubauer de 100 células en cada uno de los tres experimentos independientes. ***p<0.001.

A) B) 
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7.14 EhVps35 participa en el reciclaje de las proteínas EhADH y la 
subunidad pesada de Gal/GalNac 

 

Una vez confirmada la asociación de EhVps35 con EhADH y la subunidad pesada 

de (Hgl) Gal/GalNac por los ensayos de inmunoprecipitación, se procedió a 

investigar si el retrómero recicla estas proteínas utilizando trofozoítos Ehvps35-

KD en ensayos de reciclaje realizados como se describió en la sección anterior.  

 

La proteína EhADH es una proteína periférica con múltiples sitios de unión a 

membranas (Montaño et al., 2017) que tiene ciclos de internalización en 

estructuras vesiculares y retorno hacia la membrana plasmática (Arroyo y 

Orozco, 1987; García-Rivera et al., 1999; Bañuelos et al., 2012), lo cual es 

característico de las proteínas recicladas por el retrómero (Bonifacino y Hurley, 

2008; Trousdale y Kim, 2015; Liu, 2016; Seaman, 2021). Mientras, Hgl de 

Gal/GalNac, es una proteína transmembranal con un dominio citoplasmático y un 

dominio extracelular (Frederick y Petri, 2005; Seaman, 2021), características 

clásicas de una proteína reciclada por el retrómero (Bonifacino y Hurley, 2008; 

Trousdale y Kim, 2015; Liu, 2016; Seaman, 2021). Las proteínas EhADH y Hgl 

de Gal/GalNac se localizan principalmente hacia la membrana plasmática, por lo 

que para establecer el papel de EhVps35 en el reciclaje de estas proteínas, se 

analizó el efecto del knock-down del gen Ehvps35 en la localización de ambas 

proteínas en trofozoítos en condiciones basales durante ensayos de reciclaje 

analizados por microscopía confocal. En los trofozoítos control se observó a 

EhADH y Hgl Gal/GalNac predominantemente en la membrana plasmática; 

mientras que, en los trofozoítos Ehvps35-KD, ambas proteínas se localizaron 

dispersas en el citoplasma y en algunas regiones puntuales de la membrana 

plasmática (Figura 51). Posteriormente, el ensayo de reciclaje se realizó 

utilizando un previo tratamiento de CHX, con el fin de eliminar a las proteínas 

sintetizadas de novo que están contantemente transportándose hacia la 

membrana plasmática. En los trofozoítos control tratamiento con CHX fue más 

evidente la localización de EhADH y Hgl Gal/GalNac en la membrana plasmática. 

En cambio, en los trofozoítos Ehvps35-KD, las proteínas EhADH y Hgl 

Gal/GalNac se ubicaron dispersas en el citoplasma (Figura 51).  
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Figura 51.  EhVps35 recicla a EhADH y Hgl Gal/GalNac. 

Imágenes representativas de microscopía confocal de EhVps35 (verde), EhADH 
(rojo) y Hgl Gal/GalNac (azul) después de un ensayo de reciclaje. -CHX: 
trofozoítos no tratados. +CHX: trofozoítos tratados con cicloheximida. Control: 
trofozoítos sin tratamiento con dsRNA. Ehvps35-KD: trofozoítos knock-down del 
gen Ehvps35. Flecha negra: co-localización de EhADH, Hgl Gal/GalNac y 
EhVps35 en la membrana plasmática. Triángulo negro: co-localización de 
EhADH, Hgl Gal/GalNac y EhVps35 en el citoplasma. Asterisco: co-localización 
de EhVps35 y EhADH en el citoplasma de trofozoítos Ehvps35-KD. Barra de 
escala, 10 µm. 
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Por la aparente disminución de la intensidad de fluorescencia de EhADH y 

Gal/GalNac observada en las imágenes de microscopía confocal, se procedió a 

realizar ensayos de western blot con lisados de trofozoítos obtenidos de los 

ensayos de reciclaje utilizando tratamiento con CHX (Figura 52, A). 

Interesantemente, se observó una reducción en la proteína actina, el control 

típicamente usado para normalizar los análisis densitométrico, por lo que como 

control se utilizó a la proteína EhVps23, ya que esta proteína no presentó 

cambios en el reconocimiento de α-EhVps23 en las condiciones utilizadas (Figura 

52, A y B). Como se esperaba, en los trofozoítos Ehvps35-KD se observó una 

reducción de la proteína EhVps35 con respecto trofozoítos control, sin embargo, 

no se observaron variaciones por el tratamiento con CHX (Figura 52, C). La 

proteína EhADH presentó una reducción significativa únicamente en los 

trofozoítos Ehvps35-KD tratados con CHX (Figura 52, D). En cambio, la 

subunidad Hgl de Gal/GalNac mostró una reducción significativa en trofozoítos 

Ehvps35-KD sin tratamiento, que fue más evidente en trofozoítos Ehvps35-KD 

tratados con CHX (Figura 52, E). 
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Figura 52.  Ensayo de reciclaje de EhADH y Gal/GalNac analizados por 
western blot. 

A) Trofozoítos tratados con cicloheximida (+CHX) y no tratados (-CHX) fueron 
utilizados para realizar ensayos de reciclaje, que fueron analizados por western 
blot. Control: trofozoítos sin tratamiento con dsRNA. Ehvps35-KD: trofozoítos 
knock-down del gen Ehvps35. B-E) Análisis densitométrico de las bandas 
mostradas en (A) normalizadas utilizando a la proteína EhVps23. * p < 0,05; ** p 
< 0,01. 
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7.15 En trofozoítos Ehvps35-KD, EhADH se localizó principalmente 
en vesículas ácidas 

 

La proteína EhADH tiene un importante papel en el proceso de adhesión e 

internalización de los eritrocitos, por lo que, durante el proceso de fagocitosis, 

EhADH es internalizada y reciclada a la membrana plasmática aproximadamente 

a los 30 min de eritrofagocitosis (Arroyo y Orozco, 1987; García-Rivera et al., 

1999; Bañuelos et al., 2012). Por estos antecedentes, se procedió a analizar la 

localización de EhADH en trofozoítos tratados con CHX en condiciones basales 

y después de 2 o 30 min de fagocitosis. Adicionalmente, se realizó un marcaje 

de estructuras ácidas utilizando LysoTracker, ya que EhADH se ha reportado en 

algunas estructuras ácidas durante la fagocitosis, por lo que se especula qué 

parte de esta proteína se degrada y otra porción se recicla a la membrana 

plasmática (Castellanos-Castro et al., 2016b). 

 

Las imágenes de microscopía confocal mostraron que en trofozoítos control en 

condiciones basales, EhADH y EhVps35 co-localizan en algunas regiones de la 

membrana plasmática y en estructuras ácidas (Figura 53, A). A los 2 min de 

fagocitosis, EhADH y EhVps35 co-localizaron hacia las regiones de contacto con 

los eritrocitos, además, en algunas regiones ambas proteínas co-localizaron en 

algunas estructuras ácidas en el citoplasma (Figura 53, A). A los 30 min de 

fagocitosis, EhADH y EhVps35 co-localizaron en la membrana plasmática y en 

algunas estructuras ácidas cercanas a fagosomas. En contraste, en los 

trofozoítos Ehvps35-KD las proteínas EhADH y EhVps35 se ubicaron 

principalmente dispersas en el citoplasma, donde co-localizaron con estructuras 

ácidas (Figura 53, A). 

 

Posteriormente, se realizó una cuantificación de la intensidad de fluorescencia 

para comprobar diferencias significativas en EhVps35, EhADH y estructuras 

ácidas durante la cinética de eritrofagocitosis entre trofozoítos control y Ehvps35-

KD. Al igual que en previos experimentos, se observó una reducción en EhVps35 

en los trofozoítos que fueron estimulados con eritrocitos. Adicionalmente, en los 

trofozoítos Ehvps35-KD se observó una reducción significativa en EhVps35 de 
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aproximadamente del 60% en la intensidad de fluorescencia respecto a 

trofozoítos control (Figura 53, B). En EhADH, se observó una reducción en la 

intensidad de fluorescencia de aproximadamente 20% en trofozoítos control, 

mientras que en trofozoítos Ehvps35-KD la reducción en la intensidad de 

fluorescencias fue mayor, ya que en condiciones basales se observó una 

reducción significativa de aproximadamente el 70%, llegando a disminuir hasta 

un 90% a los 30 min de fagocitosis, respecto de los trofozoítos control (Figura 53, 

C). Las estructuras ácidas teñidas por LysoTracker aumentaron por el estímulo 

con eritrocitos en trofozoítos control y Ehvps35-KD, sin embargo, también se 

presentó una reducción significativa en la intensidad de fluorescencia de dichas 

estructuras en los trofozoítos Ehvps35-KD respecto los trofozoítos control (Figura 

53, D).  

 

Debido a la reducción en la intensidad de fluorescencia de EhADH se realizó una 

correlación de Pearson entre EhADH y las estructuras ácidas teñidas por 

LysoTracker (Figura 53, E). En los trofozoítos Ehvps35-KD, se presentó un 

aumento significativo en la co-localización entre EhADH/LysoTracker respecto a 

trofozoítos control. Ya que, en los trofozoítos control no se obtuvieron diferencias 

significativas durante la cinética de eritrofagocitosis al tener valores de 

correlación de Pearson bajos (0.32 a 0.35); mientras que, en los trofozoítos 

EhVps35-KD los valores de correlación de Pearson fueron altos (0.51 a 0.54) 

(Figura 53, E).
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Figura 53.  Reciclaje de EhADH durante la fagocitosis. 

Trofozoítos control (sin tratamiento con dsRNA) y Ehvps35-KD (knock-down del 
gen Ehvps35) fueron tratados con cicloheximida (+CHX) y estimulados con 
eritrocitos por 2 y 30 min. A) Imágenes representativas de microscopía confocal 
de EhVps35 (verde), EhADH (rojo) y LysoTracker (azul) durante una cinética de 
eritrofagocitosis. +CHX: trofozoítos tratados con cicloheximida. Control: 
trofozoítos sin dsRNA-Ehvps35. Ehvps35-KD: trofozoítos knock-down del gen 
Ehvps35. Flecha negra: co-localización de EhADH y EhVps35 en la membrana 
plasmática. Triángulo negro: co-localización de EhADH, LysoTracker y EhVps35 
en el citoplasma. Barra de escala, 10 µm. B-D) Análisis de la intensidad de pixeles 
del reconocimiento de α-EhVps35, α-EhADH y LysoTracker en imágenes de 
microscopía confocal de trofozoítos control y Ehvps35-KD. Los valores de 
intensidad de pixeles fueron normalizados con respecto a los valores de 
trofozoítos control en condiciones basales (0 min). E) Co-localización entre 
EhADH y LysoTracker calculada utilizando el valor de correlación de Pearson. 
***p<0.01, ***p<0.001.
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7.16 En los trofozoítos Ehvps35-KD disminuyó la capacidad de 
fagocitosis 

 

La fagocitosis se considera uno de los principales mecanismos de virulencia en 

trofozoítos de E. histolytica (Huston y Sateriale, 2011; Nakada-Tsukui y Nozaki, 

2016; Orozco et al., 1983). Debido a la interaccion de EhVps35 con múltiples 

proteínas relacioadas con la fagocitosis, entre las que se encontraron proteínas 

de la maquinaria ESCRT, Hgl de Gal/GalNac, proteínas del citoesqueleto, CP2, 

CP5, entre otras. Además, ya que el knock-down del gen Ehvps35 (Ehvps35-KD) 

en trofozoítos afectó la localización de EhADH y Gal/GalNac, proteínas 

ampliamente descritas por su papel en el proceso de fagocitosis (García-Rivera 

et al., 1982, 1999; Arroyo y Orozco, 1987; Marion et al., 2005; McCoy y Mann, 

2005; Meza et al., 2006; Bañuelos et al., 2012; Emmanuel et al., 2015; Ocádiz-

Ruiz et al., 2016), se procedio a la estudiar la participacion de EhVps35 en este 

proceso realizando ensayos para determinar la eficiencia en la adhesión y 

fagocitosis de células en los trofozoítos Ehvps35-KD  

 

Los ensayos para determinar la tasa de adhesión de eritrocitos se realizaron con 

trofozoítos control y Ehvps35-KD incubados con eritrocitos durante 5 y 30 min a 

4 °C. Posteriormente, los trofozoítos fueron fijados y se les realizó una tinción con 

diaminobencidina (tinción de Novikoff), para evidencia los eritrocitos y con ello 

realizar la cuantificación de los eritrocitos adheridos por trofozoíto (tasa de 

adhesión) (Figura 54, A). Los trofozoítos Ehvps35-KD obtuvieron una tasa de 

adhesión de eritrocitos significativamente menor (aproximadamente 50% menos) 

a los trofozoítos control en los tiempos analizados. Si bien, en ambos grupos de 

trofozoítos, la adhesión aumentó a mayor tiempo de incubación con eritrocitos. A 

los 30 min, los trofozoítos Ehvps35-KD mostraron un aumento de 

aproximadamente 20% en su tasa de adhesión, mientras en trofozoítos control la 

tasa de adhesión aumento al doble (Figura 54, B). 

 

La tasa de fagocitosis de eritrocitos (eritrocitos fagocitados por trofozoíto) se 

determinó incubando trofozoítos control y Ehvps35-KD con eritrocitos por 5 y 30 

min a 37 °C. Posteriormente, los eritrocitos no ingeridos fueron eliminados, 
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mientras los trofozoítos fueron fijados y los eritrocitos fueron evidenciados por 

una tinción de Novikoff, para realizar la cuantificación el número de eritrocitos 

ingeridos por trofozoíto (tasa de fagocitosis) (Figura 54, C). Los trofozoítos 

Ehvps35-KD obtuvieron una tasa de fagocitosis de eritrocitos significativamente 

menor (aproximadamente 60% menos) a los trofozoítos control. Sin embargo, en 

trofozoítos control y Ehvps35-KD se observó un aumento en su tasa de 

fagocitosis a mayor tiempo de incubación con eritrocitos. En los trofozoítos 

control aumentó aproximadamente 86%, mientras que en los trofozoítos 

Ehvps35-KD incrementó aproximadamente un 58% (Figura 54, D). 
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Figura 54.  Reducción de la tasa de adhesión y fagocitosis en trofozoítos 

Ehvps35-KD. 

Trofozoítos control (sin tratamiento con dsRNA) y Ehvps35-KD (knock-down del 
gen Ehvps35) fueron incubados con eritrocitos en una relación 1:25. A) Imágenes 
representativas de microscopía óptica de trofozoítos en interacción con eritrocitos 
a 4 °C por 5 y 30 min con tinción de Novikoff. B) Tasa de adhesión obenida del 
numero de eritrocitos por trofozoíto. Se muestra el promedio de 100 trofozoítos 
analizados en tres experimentos independientes. C) Imágenes representativas 
de microscopía óptica de trofozoítos en interacción con eritrocitos a 37 °C por 5 
y 30 min con tinción de Novikoff. B) Tasa de fagocitosis obteenida del numero de 
eritrocitos por trofozoíto. Se muestra el promedio de 100 trofozoítos analizados 
en tres experimentos independientes. **p<0.01. 

A) 

C) 

B) 

D) 
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7.17 Trofozoítos Ehvps35-KD presentan desestructuración de la F-
actina 

 

Se procedió a analizar los cambios en la estructuración de actina, estudiando la 

localización de la actina de tipo filamentosa (F-actina) debido a la reducción en 

la capacidad fagocítica en trofozoítos Ehvps35-KD y la reducción en actina 

observada en trofozoítos Ehvps35-KD tratados con CHX.  

 

Ensayos de eritrofagocitosis se realizaron utilizando trofozoítos control y 

Ehvps35-KD tratados con CHX por 30 min e incubados con eritrocitos por 2 min 

a 37 °C. Posteriormente, los trofozoítos fueron procesados para microscopía 

confocal utilizando el anticuerpo α-EhVps35 y una tinción para actina filamentosa 

con faloidina-rodamina. En los trofozoítos control en condiciones basales, la F-

actina se localizó principalmente en la membrana plasmática; mientras que, en 

los trofozoítos Ehvps35-KD la F-actina se localizó dispersa en el citoplasma y en 

algunos puntos de la membrana plasmática. A los 2 min de fagocitosis en los 

trofozoítos control, la F-actina se localizó hacia las zonas en contacto con los 

eritrocitos, decorando canales y copas fagocíticas. En cambio, en los trofozoítos 

Ehvps35-KD, no se observó la relocalización de la F-actina (Figura 55, A). 

Posteriormente, se realizó una cuantificación de la intensidad de fluorescencia y 

al igual que en previos experimentos se observó una reducción en la intensidad 

de fluorescencia de EhVps35 en trofozoítos que fueron estimulados con 

eritrocitos y en los trofozoítos Ehvps35-KD se observó una reducción significativa 

de EhVps35 (Figura 55, B). También se observó una reducción significativa en la 

intensidad de fluorescencia de la F-actina en trofozoítos Ehvps35-KD (Figura 55, 

C). Adicionalmente, por los cambios en la localización de EhVps35 y F-actina se 

realizó la cuantificación de la co-localización utilizando la correlación de Pearson, 

lo cual mostró un aumento significativo de la co-localización entre EhVps35 y F-

actina en los trofozoítos control por el estímulo con eritrocitos. En los trofozoítos 

Ehvps35-KD, se observó una reducción significativa en la co-localización entre 

EhVps35 y F-actina en condiciones basales y a los 2 min de fagocitosis, al tener 

valores de correlación de Pearson bajos (0.25 a 0.31) (Figura 55, D).
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Figura 55.  Desestructuración del citoesqueleto de actina durante la 

fagocitosis en trofozoítos Ehvps35-KD. 

Trofozoítos control (sin tratamiento con dsRNA) y Ehvps35-KD (knock-down del 
gen Ehvps35) fueron tratados con cicloheximida (+CHX) en condiciones basales 
y estimulados con eritrocitos por 2 min. A) Imágenes representativas de 
microscopía confocal de EhVps35 (verde) y actina filamentosa (F-actina) 
detectada por faloidina-rodamina (rojo). Flecha: co-localización de EhVps35 y F-
actina en la membrana plasmática. Triángulo: co-localización de EhVps35 y F-
actina en canal y copa fagocítica. Barra de escala, 10 µm. B-C) Análisis de la 
intensidad de pixeles del reconocimiento de α-EhVps35 y faloidina-rodamina en 
imágenes de microscopía confocal de trofozoítos control y Ehvps35-KD. Los 
valores de intensidad de pixeles fueron normalizados con respecto a las 
condiciones basales. E) Coeficiente de Pearson para la co-localización de 
EhVps35 y F-actina. **p<0.01, ***p<0.001. 
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7.18 Trofozoítos Ehvps35-KD presentan una reducción en su 
capacidad de migración y formación del absceso hepático 
amebiano 

 

Debido a la reducción en el reciclaje de proteínas de la membrana plasmática, 

así como una disminución en la capacidad de fagocítica y desestructuración de 

actina en Ehvps35-KD; se exploró el efecto del knock-down del gen Ehvps35 en 

otros mecanismos de virulencia como la capacidad de migración, donde las 

proteínas del citoesqueleto de actina tienen un papel estelar. Los ensayos de 

migración se realizaron en placas Transwell colocando trofozoítos control y 

Ehvps35-KD en la cámara superior de los filtros Transwell y suero bovino en la 

cámara inferior como quimioatrayente. Después de 3 h de incubación se 

cuantificaron los trofozoítos en la cámara inferior. Los trofozoítos Ehvps35-KD 

mostraron una reducción significativa del 80% en su motilidad respecto a los 

trofozoítos control (Figura 56, A y B).  

 

Se procedió a estudiar el efecto del knock-down del gen Ehvps35 en la capacidad 

de formación del absceso hepático, ya que los trofozoítos Ehvps35-KD mostraron 

una reducción en la capacidad fagocítica y de migración. Los ensayos de 

virulencia in vivo se realizaron utilizando dos grupos de cinco hámsteres cada 

uno, inoculando trofozoítos control o Ehvps35-KD. Después de siete días, el 

hígado de los animales fue extraído, y analizado. Los trofozoítos Ehvps35-KD 

presentaron una reducción significativa del 80 % en el daño hepático respecto a 

los trofozoítos control (Figura 57, A y B). 
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Figura 56.  Los trofozoítos Ehvps35-KD presentan reducción en la motilidad. 

Ensayos de migración con placas Transwell fueron realizados con trofozoítos control (sin tratamiento con dsRNA) y Ehvps35-
KD (knock-down del gen Ehvps35) colocados en una cámara superior de los filtros Transwell y suero bovino en la cámara inferior 
como quimioatrayente. Después de 3 h, se realizó la cuantificación de los trofozoítos en la cámara inferior. A) Imágenes 
representativas de microscopía óptica de trofozoítos control y Ehvps35-KD en la cámara inferior del filtro Transwell. B) 
Cuantificación de los trofozoítos en la cámara inferior. ***p<0.0001.

A) B) 
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Figura 57.  El knock-down del gen Ehvps35 produjo la reducción en la virulencia in vivo. 

Hámsteres fueron inoculados con trofozoítos control (sin tratamiento con dsRNA) o Ehvps35-KD (knock-down del gen Ehvps35). 
Después de siete días, los hígados fueron extraídos y analizados. A) Imágenes de hígados de hámster a los siete días post 
inoculación con trofozoítos control o Ehvps35-KD. B) Porcentaje de tejido dañado en los hígados analizados. **p<0.01 

A) B) 
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7.19 El knock-down del gen Ehvps35 alteró la localización de 
EhVps23 y EhVps32 

 

Se analizó la localización de EhVps23 y EhVps32, ya que en humanos HsVps35 

junto con TSG101 y CHMP6 (homólogos de EhVps35, EhVps23 y EhVps32) 

participan en migración, secreción y proliferación celular (Zhang et al., 2018; Liu 

et al., 2020; Tan et al., 2022). La localización de EhVps35, EhVps23 y EhVps32 

se analizó procesando para microscopía confocal trofozoítos control y Ehvps35-

KD en condiciones basales y después de ensayos de eritrofagocitosis por pulso 

y caza, utilizando 30 min de eritrofagocitosis (2 min de pulso con eritrocitos y 28 

min de caza). Adicionalmente, se analizó la localización de EhUb, debido a que 

EhVps23 se une a proteínas ubiquitinadas para reclutar a otros compontes de la 

maquinaria ESCRT (Galindo et al., 2021). Las imágenes de microscopía confocal 

mostraron que EhVps35 y EhVps23 en trofozoítos control, al igual que en 

ensayos previos, co-localizan en el citoplasma y en algunas regiones de la 

membrana plasmática. En trofozoítos Ehvps35-KD, se observó que EhVps23 se 

localizó principalmente en esta región. La proteína EhUb en trofozoítos control, 

se localizó en algunas regiones del citoplasma y en la membrana plasmática, 

donde co-localiza con EhVps23, como lo reportó Galindo et al., (2021); en 

cambio, en los trofozoítos Ehvps35-KD las proteínas EhUb y EhVps23 localizan 

principalmente en la membrana plasmática donde co-localizan. A los 30 min de 

fagocitosis, los trofozoítos control, se observaron múltiples MVBs decorados con 

EhVps35, EhVps23 y EhUb. En contraste, los trofozoítos Ehvps35-KD no 

presentaron MVBs decorados por EhVps23 y EhUb (Figura 58, A). 

Adicionalmente, se realizó la cuantificación de la co-localización utilizando la 

correlación de Pearson, lo cual mostró un aumento significativo de la co-

localización entre EhVps23/EhUb y una reducción significativa entre 

EhVps35/EhVps23 en los trofozoítos control por el estímulo con eritrocitos 

(Figura 58, B y C). En los trofozoítos Ehvps35-KD se observó una reducción 

significativa en la co-localización entre EhVps35/EhVps23; mientras que la co-

localización entre EhVps23/EhUbi en condiciones basales fue significativamente 

mayor que en trofozoítos control, pero no aumentó por el estímulo de eritrocitos, 

como ocurrió en los trofozoítos control (Figura 58, B-C).
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Figura 58.  Trofozoítos Ehvps35-KD presentan alteraciones en la 

localización celular de EhVps23 y EhUb. 

Trofozoítos control (sin tratamiento con dsRNA) y Ehvps35-KD (knock-down del 
gen Ehvps35) en condiciones basales y después de ensayos de eritrofagocitosis 
por pulso y caza (estimulados con eritrocitos de 2 min más 28 min de caza) fueron 
procesados para microscopía confocal. A) Imágenes de microscopía confocal de 
EhVps35 (verde), EhVps23 (rojo) y EhUb (azul). e: eritrocito. Barra de escala, 10 
µm. B-C) Coeficiente de Pearson para la co-localización EhVps35/EhVps23 y 
EhVps23/EhUb. D) Análisis de la intensidad de pixeles del reconocimiento de α-
Ub en imágenes de microscopía confocal de trofozoítos control y Ehvps35-KD. 
Los valores de intensidad de pixeles fueron normalizados con respecto a los 
trofozoítos control en condiciones basales. *p>0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Debido a a la aparente ausencia de MVBs en trofozoítos EhVps35-KD se 

procedió a estudiar la localización de la proteína EhVps32, un marcador tipico de 

MVBs (Avalos-Padilla et al., 2015, 2018; Galindo et al., 2021). Trofozoítos control 

y Ehvps35-KD en condiciones basales y después de 30 min de eritrofagocitosis 

(2 min de pulso más 28 min de caza) fueron procesados para microscopía 

confocal utilizando los anticuerpos α-EhVps35 y α-EhVps32. En trofozoítos 

control, EhVps32 se localizó hacia la membrana plasmática principalmente, 

donde co-localizó en algunos puntos con EhVps35. En los trofozoítos Ehvps35-

KD la proteína EhVps32 se ubicó principalmente dispersa en el citoplasma y en 

algunos puntos de la membrana plasmática donde co-localizó con EhVps35. 

Después de 30 min de eritrofagocitosis, en los trofozoítos control, EhVps35 y 

EhVps32 co-localizan en MVBs y en estructuras vesiculares cercanas a la 

membrana plasmática (Figura 59, A y B). En contraste, en trofozoítos Ehvps35-

KD, los MVBs no fueron vizualizados y la co-localización EhVps35/EhVps32 se 

observó en estructuras vesiculares en el citoplasma (Figura 60, A). 

Adicionalmente, se realizó la cuantificación de la co-localización entre 

EhVps35/EhVps32 utilizando la correlación de Pearson, lo cual mostró un 

aumento significativo de la co-localización entre EhVps35/EhVps32 en los 

trofozoítos control por el estímulo con eritrocitos (Figura 59, C). En los trofozoítos 

Ehvps35-KD se observó una reducción significativa en la co-localización entre 

EhVps35/EhVps32 respecto de los trofozoítos control, que a pesar del aumentar 

la co-localización entre EhVps35/EhVps32 por el estímulo de eritrocitos no 

alcanzó los niveles observados en los trofozoítos control (Figura 59, C).
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Figura 59.  Trofozoítos Ehvps35-KD presentan alteraciones en la 

localización celular de EhVps32. 

Trofozoítos control (sin tratamiento con dsRNA) y Ehvps35-KD (knock-down del 
gen Ehvps35) en condiciones basales y después de ensayos de eritrofagocitosis 
por pulso y caza (estímulo con eritrocitos de 2 min más 28 min de caza) fueron 
procesados para microscopía confocal. A) Imágenes de microscopía confocal de 
EhVps35 (verde) y EhVps32 (rojo). e: eritrocito. Barra de escala, 10 µm. B) 
Esquema representativo de la imagen de microscopía confocal de trofozoítos 
control (panel a la izquierda) donde se señalan los MVBs (línea azul) rodeados 
de múltiples estructuras vesiculares (gris) y eritrocitos (rojo). C) Coeficiente de 
Pearson para la co-localización EhVps35/EhVps32. ***p<0.001.
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8. DISCUSIÓN 
 

El retrómero es un complejo proteico ampliamente estudiado en humanos por su 

relación con enfermedades neurodegerativas y recientemente con cáncer 

(Willnow et al., 2008; Sangaré et al., 2016; Brodin y Shupliakov, 2018; Zhang et 

al., 2018, 2020; Liu et al., 2020; Tan et al., 2022; Yu et al., 2023). El retrómero 

también ha sido estudiado en múltiples organismos en los que se ha relacionado 

con apoptosis, autofagia, endositosis, degradación lisosomal, diferenciación 

celular, absorción de nutrientes, secreción, migración y proliferación celular 

(Chen et al., 2010; Tabuchi et al., 2010; Pocha et al., 2011; Sangaré et al., 2016; 

Zhou et al., 2016; Kvainickas et al., 2017a; Williams et al., 2018; Farmer et al., 

2019; Liu et al., 2020; Filippone et al., 2021b, 2021a; Walsh et al., 2021; Tan et 

al., 2022). Sin embargo, pese a la importancia del retrómero con múltiples 

procesos celulares, existen pocos estudios de este complejo proteico en 

parásitos protozoarios de importancia médica (Nakada-Tsukui et al., 2005; Rivero 

et al., 2012; Miras et al., 2013; Krai et al., 2014; Sangaré et al., 2016; Iqbal et al., 

2018; Gras et al., 2019). Solo en T. gondii se ha descrito al retrómero como un 

factor clave en el proceso de invasión celular, al participar en la formación de 

organelos secretores (roptrias y micronemas) (Sloves et al., 2012; Sangaré et al., 

2016; Gras et al., 2019). En E. histolytica, el parásito de interés para este trabajo, 

el retrómero se ha relacionado con la fagocitosis, por cambios en la localización 

de las proteínas EhVps26, EhVps29 y SNX1. Además, trofozoítos mutantes en 

EhVps26 y EhVps29 presentan alteraciones en la actividad total de las CPs, 

posiblemente por el reciclaje de sus receptores (Nakada-Tsukui et al., 2005; 

Srivastava et al., 2017; Watanabe et al., 2020). Debido a la ausencia de estudios 

de EhVps35, el componente central del retrómero en E. histolytica, esta 

investigación se centró en el estudio de EhVps35 en el reciclaje de proteínas y 

su papel en diferentes mecanismos de virulencia. 

 

La relevancia de este estudio radica en proporcionar evidencia sobre: i) la 

similitud estructural 3D de EhVps35 con HsVps35, ya que el modelo 3D obtenido 

después de DMS está constituído por un α-solenoide con movimiento clásico de 
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bisagra, al igual que sus proteínas homólogas, y; ii) la participación de EhVps35 

en el reciclaje de proteínas hacia la membrana plasmática; iii) la interacción de 

EhVps35 con la subunidad Hgl Gal/GalNac y EhADH, e importantemente, se 

demostró que EhVps35, media el reciclaje de estas proteínas hacia la membrana 

plasmática; iv) la asociación de EhVps35 con múltiples proteínas del tráfico 

vesicular, citoesqueleto, fagocitosis, secreción y motilidad; v) la secreción de 

EhVps35 en vesículas extracelulares junto con EhVps23 y EhADH; vi) el efecto 

del estímulo con eritrocitos en la secreción de EhVps35 y EhVps23; vii) la 

desestructuración del citoesqueleto de actina por el knock-down del gen 

Ehvps35; viii) la interacción de EhVps35 con múltiples proteínas de la maquinaria 

ESCRT (EhTom1, EhVps23, EhVps32 y EhADH); ix) alteracciones en la 

localización de EhVps23, EhUb y EhVps32, así como la reducción en la formación 

de MVBs por el knock-down del gen Ehvps35; y x) la reducción en la fagocitosis, 

motilidad y formación del absceso hepático, lo cual sugiere que el retrómero tiene 

un papel clave para la invasión tisular. 

 

La localización de EhVps35 concuerda con la distribución celular reportada en 

otros organismos (Oliviusson et al., 2006; Seaman, 2007, 2021; Bonifacino y 

Hurley, 2008), ya que principalmente se localizó en el citoplasma en estructuras 

vesiculares, al igual que otros componentes del retrómero en E. histolytica 

(Nakada-Tsukui et al., 2005; Srivastava et al., 2017; Watanabe et al., 2020). 

Adicionalmente, EhVps35 también se localizó en algunos puntos de la membrana 

plasmática. No es la primera vez que se reporta a una proteína del retrómero en 

la membrana plasmática, Biller et al., (2014) reportaron a EhVps35, EhVps26 y 

EhVps29 como proteínas superficiales en un análisis proteómico; mientras Kerr 

et al. (2005) reportaron a Vps35 y Vps26B de mamíferos en la membrana 

plasmática de lamelipodios. Si bien el papel del retrómero en la membrana 

plasmática no esta claro aún, por la re-localización de EhVps35 producto del 

estímulo con eritrocitos, se puede suponer que, además del reciclaje de proteínas 

hacia la membrana plasmática, el retrómero cumple funciones aún no descritas, 

ya que en E. histolytica la presencia de EhVps35 en la membrana plasmática fue 

clave para la estructuración de la F-actina, que da paso a la formación de canales 
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y copas fagociticas. Aunque, al igual que lo sugiere Kerr et al. (2005), EhVps35 

podría estar localizada en la membrana plasmática como un efecto colateral de 

su participación en el reciclaje de proteínas. 

 

La desestructuración del citoesqueleto de actina en trofozoítos Ehvps35-KD se 

puede deber a: i) la reducción y localización aberrante de Gal/GalNac, un receptor 

superficial que regula la estructuración del citoesqueleto (Petri et al., 2002; 

Marion et al., 2005; Emmanuel et al., 2015; Pacheco-Sánchez et al., 2023); ii) la 

relación del retrómero con la polimerización de actina, planteada por Watanabe 

et al. (2020), ya que EhVps35 interacciona con AP2/3, un iniciador de la 

polimerización de actina que interaciona con EhVps35 y EhSNX1; y iii) la 

interacción de EhVps35 con 33 proteínas del citoesqueleto de actina que incluyen 

moduladoras del citoesqueleto de actina y la actina, por lo que la reducción de 

EhVps35 en los trofzoitos Ehvps35-KD podría estar alterando la señalización 

para la estructuración del citoesqueleto de actina. El papel del retrómero en la 

organización del citoesqueleto también se ha sugerido en otros organismos 

(Harbour et al., 2010; McGough et al., 2014; Zavodszky et al., 2014), aunque el 

mecanismo detrás de la relación del retrómero y el citoesqueleto no ha sido 

descrito. 

 

El knock-down del gen Ehvps35 (Ehvps35-KD) en trofozoítos tambien causó una 

disminución en el reciclaje de proteínas hacia la membrana plasmática, así como 

reducción en la fagocitosis, migración y formación del absceso hepático. Ya que, 

el retrómero recicla proteínas en otros organismos (Seaman, 2021), la reducción 

del reciclaje de proteínas en trofozoítos Ehvps35-KD fue un resultado esperado, 

que a su vez, explica la reducción en la tasa de adhesión y fagocitosis como un 

efecto de la ubicación aberrante de EhADH y Gal/GalNac, entre otras proteínas. 

La proteína EhADH se asocia a la membrana plasmática y funciona como una 

proteína de andamiaje para la polimerización de la maquinaria ESCRT; además, 

forma parte del complejo EhCPADH y tiene interacción con actina, EhRabB, 

LBPA, EhNPC1, EhNPC2, entre otras, que la hacen participar en la adhesión, 

fagocitosis y daño tisular (Arroyo y Orozco, 1987; García-Rivera et al., 1999; 
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Bañuelos et al., 2012; Avalos-Padilla et al., 2015; Bolaños et al., 2016; 

Castellanos-Castro et al., 2016; Ocádiz-Ruiz et al., 2016; Javier-Reyna et al., 

2019; Galindo et al., 2021). Mientras que, Gal/GalNac por su ubicación superficial 

es uno de los principales mecanismos de adhesión de E. histolytica; además 

participa en la reorganización del citoesqueleto, fagocitosis y daño tisular (Petri 

et al., 2002; Frederick y Petri, 2005; Marion et al., 2005; McCoy y Mann, 2005; 

Emmanuel et al., 2015; Pacheco-Sánchez et al., 2023).  

 

La reducción en la fagocitosis observada en trofozoítos Ehvps35-KD, también 

puede deberse a la participación del retrómero en la biogénesis lisosomal con el 

transporte de hidrolasas hacia estructuras ácidas en E. histolytica, al igual que en 

otros organismos, como ha planteado Nakada-Tsukui et al. (2005) y Srivastava 

et al. (2017). Las imágenes de microscopía confocal sugirieron que EhVps35 

participa en la formación de estructuras ácidas, ya que en trofozoítos Ehvps35-

KD se observó una reducción en estas estructuras. Fenotipos similares, fueron 

reportados en E. histolytica por la inhibición del complejo proteico responsable de 

la acidificación celular, la ATPasa de tipo vacuolar (V-ATPasa, por sus siglas en 

inglés vacuolar-type ATPase), que a su vez disminuyó tambien la tasa de 

fagocitosis (Gilmartin et al., 2017). En S. cerevisiae, D. melanogaster y 

Dictyostelium discoideum, el retrómero es vital para la biogénesis lisosomal, ya 

que recicla una subunidad de la V-ATPasa, y células mutantes en proteínas del 

retrómero presentan una disminución de estructuras ácidas (Carnell et al., 2011; 

Finnigan et al., 2011; Maruzs et al., 2015; Ye et al., 2020). Además, entre las 

proteínas que interaccionan con EhVps35, se encontró a la subunidad A de la V-

ATPasa (EHI_043010); lo cual, sugiere que en E. histolytica el retrómero también 

podría estar reciclando subunidades de la V-ATPsas, favoreciendo la rápida 

acidificación requerida durante la fagocitosis.  

 

La identificación de representantes de la mayoría de los subcomplejos de la 

maquinaria ESCRT en los ensayos de inmunoprecipitación realizados con α-

EhVps35 y lisados de trofozoítos, es el primer reporte de una interacción directa 

o indirecta entre el retrómero y la maquinaria ESCRT. Ya que en humanos y D. 
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melanogaster, solo se ha planteado la posible relación entre el retrómero y el 

ESCRT por un funcionamiento codependiente (Pannen et al., 2020; Walsh et al., 

2021; Tan et al., 2022). En D. melanogaster, el silenciamiento de Shrub 

(homólogo a EhVps32 del ESCRT-III), TSG101 (homólogo de EhVps23 del 

ESCRT-I) o Vps4 (proteína accesoria del ESCRT), causó alteraciones en la 

localización de dos proteínas del retrómero, Vps35 y Vps26, que a su vez 

suprimió el reciclaje de proteínas (Dukes et al., 2011; Pannen et al., 2020). 

Mientras, mutaciones en Vps35 o Vps26 causaron la acumulación de múltiples 

proteínas secretadas y una secreción aberrante de vesículas extracelulares, por 

lo que se relaciona al retrómero con la selección de proteínas en vesículas 

extracelulares, un proceso típicamente atribuído a la maquinaria ESCRT (Walsh 

et al., 2021). En células de humanos, el silenciamiento de Vps35 disminuyó la 

secrección de TSG101, y en general, disminuyó la liberación de vesículas 

extracelulares formadas por la maquinaria ESCRT (Tan et al., 2022). Los 

antecedentes de la función codependiente del retrómero y la maquinaria ESCRT 

concuerdan con las afectaciones en la localización de EhVps23 y EhVps32 

(ESCRT-I y ESCRT-III, respectivamente) y la disminución de la formación de 

MVBs observadas en trofozoítos Ehvps35-KD. Si bien, no descartamos una 

posible alteración en GTPasas como EhRab5 y EhRba7 que afecten a ambos 

complejos como lo propone Pannen et al., (2020). Los datos obtenidos en este 

trabajo sugieren, una afectación en el funcionamiento de la maquinaria ESCRT, 

producto del knock-down del gen Ehvps35 por el incremento y la localización 

aberrante de EhUb. Este fenotipo también ha sido reportado en células que al 

precentan estructuras endosómicas tipo E por afectaciones en la función de la 

maquinaria ESCRT (Doyette et al., 2005; Pannen et al., 2020), mientras en 

células con una pérdida de la función de retrómero se produce una acumulación 

de proteínas ubiquitinadas en endosomas tipo E (Filippone et al., 2021b, 2021a). 

La marca de ubiquitina en proteínas es vital para el funcionamiento de la 

maquinaria ESCRT, ya que la ubiquitinación es clásicamente una señal de 

degradación reconocida por dominios en proteínas de los ESCRT-0, ESCRT-I y 

ESCRT-II, que  inicia el reclutamiento de otros componentes del complejo ESCRT 

para llevar a cabo la fomación de MVBs (Katzmann et al., 2001; Bilodeau et al., 
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2002; Shih et al., 2002). Sin embargo, en E. histolytica solo dos proteínas cuentan 

con dominios de unión a ubiquitina, EhTom1 (ESCRT-0) y EhVps23 (ESCRT-I) 

(Galindo A., 2016; Galindo et al., 2021; Díaz-Hernández et al., 2023), con las 

cuales EhVps35 tiene interacción. EhVps23 y EhTom1 forman subdominios para 

el reclutamiento de otros componentes de la maquinaria ESCRT, lo cual es más 

evidente en trofozoítos estimulados con eritrocitos, en los que aumentó 

significativamente la co-localización de EhVps23/EhTom1 y EhVps23/EhUb, 

tambien aumentó la co-localización de EhVps23-EhVps32 y EhVps23-EhADH 

(Galindo A., 2016, 2022; Galindo et al., 2022). Sin embago, en trofozoítos 

Ehvps35-KD, no se observó el aumento en la co-localización entre EhVps23 y 

EhUb después del estímulo con eritrocitos, lo cual sugiere que no se reclutaron 

otros compontes de la maquinaria ESCRT, como lo demostraron las imágenes 

de microscopía confocal al evidenciar las afectaciones en la localización de 

EhVps32, un componente de la maquinaria ESCRT-III que media la formación de 

las ILVs en los MVBs, estructuras poco frecuentes en estos trofozoítos mutantes. 

 

Finalmente, la reducción en la migración y la formación del absceso hepático en 

los trofozoítos Ehvps35-KD, se relacionó directamente con la desestructuración 

del citoesqueleto de actina observada en estos trofozoítos. Aunque también 

puede deberse a una afectación en la función convergente del retrómero y la 

maquinaria ESCRT. En humanos, HsVps35, TSG101 y CHMP4 (homólogos de 

EhVps35, EhVps23 y EhVps32) afectan la capacidad de proliferación, migración 

y secreción en células cancerosas (Zhang et al., 2018; Liu et al., 2020; Tan et al., 

2022). Debido a que, la metástasis en células cancerosas es similar al proceso 

de infección de E. histolytica, donde los trofozoítos pueden migran del intestino a 

otro órgano (Orozco et al., 1994; Leroy et al., 1995), en este parásito, la 

disminución en su virulencia en trofozoítos Ehvps35-KD se relacionó con las 

afectaciones en la localización de las proteínas del complejo ESCRT, EhADH y 

EhVps23, las cuales afectan la capacidad de migración y formación del absceso 

hepático (Ocádiz-Ruiz et al., 2016; Galindo et al., 2022).  
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En suma, los resultados sugieren que EhVps35 participa en múltiples procesos 

de virulencia en E. histolytica, no solo reciclando proteínas hacia la membrana 

plasmática, ya que es necesaria para la estructuración del citoesqueleto de actina 

y el funcionamiento de la maquinaria ESCRT (Figura 60).  
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Figura 60.  Modelo de la participación de EhVps35 en E. histolytica. 

Localización de EhVps35 junto con otras proteínas del complejo ESCRT (EhVps23, EhVps32, EhADH) y la lectina Gal/GalNac 
durante la fagocitosis. 1) Ubicación de EhVps35 en condiciones basales co-localizando hacia la membrana plasmática con 
EhVps32, Gal/GalNac y EhADH. 2) Adhesión de eritrocitos al trofozoíto de E. histolytica. 3) Formación de copa fagocítica con la 
presencia de EhVps35, EhADH, Gal/GalNac , F-actina, SNX1 y AP2/3. 4) EhVps35 se localiza en fagosomas junto con Rab7A, 
SNX1, EhVps26, EhVps29, EhADH, EhVps23 y EhUb. 5) Vesícula de reciclaje con EhADH y Gal/GalNac en dirección a la 
membrana plasmática. 6) Localización de EhVps35 en un MVB donde se esquematiza la formación de ILVs por acción del 
reclutamiento de EhVps23, que a su vez se une a EhADH y EhVps32 que inicia la polimerización de complejo ESCRT-III. 7) 
Expulsión de las ILVs con EhVps35.
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9. CONCLUSIONES 
 

• EhVps35 participa en el reciclaje de proteínas hacia la membrana plasmática. 

• EhVps35 recicla a EhADH y Gal/GalNac hacia la membrana plasmática. 

• EhVps35 se localiza en MVBs, junto con EhVps23, EhADH y EhVps32. 

• EhVps35 se secreta en vesículas extracelulares junto con EhVps23 y EhADH. 

• Durante la eritrofagocitosis, se reducen los niveles de EhVps35. 

• La secreción de EhVps35 tiene un aparente aumento por el estímulo con 

eritrocitos.  

• La localización de EhVps35 se modifica por el estímulo con eritrocitos. 

EhVps35 en condiciones basales, se localiza dispersa en el citoplasma y en la 

membrana plasmática. Después del estímulo, EhVps35 se ubicó 

principalmente hacia las regiones de contacto con el eritrocito, en fagosomas 

y MVBs. 

• La co-localización de EhVps35 con proteínas de la maquinaria ESCRT se 

modifica durante la fagocitosis. Disminuyó por la fagocitosis en el caso de 

EhVps23, y aumentó con EhADH y EhVps32. 

• EhVps35 interacciona con al menos 172 proteínas, implicadas en la regulación 

o que conforman el citosqueleto, así como proteínas que participan en 

fagocitosis, secreción y motilidad. 

• EhVps35 interacciona con representantes del ESCRT-0 (EhTom1), ESCRT-I 

(EhVps23), ESCRT-III (EhVps32) y una proteína accesoria del ESCRT 

(EhADH). 

• El knock-down del gen Ehvps35 causa la localización aberrante de EhUb y 

múltiples componentes de la maquinaria ESCRT (EhVps23, EhVps32 y 

EhADH), así como la disminución en la formación de MVBs. 

• EhVps35 es necesaria para la estructuración del citoesqueleto de actina. 

• El knock-down del gen Ehvps35 afecta negativamente múltiples mecanismos 

de virulencia al disminuir la tasa fagocítica, la migración y la formación del 

absceso hepático. 
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10. PERSPECTIVAS 
 

• Determinar si el knock-down del gen Ehvps35 afecta a otros 

componentes de la maquinaria ESCRT. 

• Estudiar el mecanismo molecular por el que EhVps35 participa en la 

estructuración del citoesqueleto de actina y el reclutamiento de la 

maquinaria ESCRT. 

• Estudiar el efecto de la sobrexpresión de EhVps35 en el tamaño de las 

vesículas extracelulares secretadas, así como su efecto en la carga 

proteica en estas estructuras. 

• Estudiar el efecto de la sobrexpresión de EhVps35 en la fagocitosis y 

otros mecanismos de virulencia. 

• Estudiar la función de EhVps35 en la membrana plasmática. 
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11. ANEXOS 
 

11.1 Mapa de los vectores pJET1.2/Ehvps35(1-1428 pb) y pColdI/EhVps35(1-1428 pb) 
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11.2 Mapa de los vectores pJET1.2/Ehvps35_2 y pColdI/Ehvps35_2 
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11.3 Mapa de los vectores pJET1.2/Ehvps35_S y pL4440/Ehvps35_S 
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11.4 Mapa de los vectores pJET1.2/Ehvps35-ha y pNeo/EhVps35-ha 
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11.5 Mapa de los vectores pJET1.2/Ehvps35_1-ha y pNeo/EhVps35_1-ha 
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11.6 Proteínas que interaccionan con EhVps35 
 

Tabla 6.  Proteínas que interaccionan con EhVps35 agrupadas por 
asociación a la fagocitosis*, secreción ** , motilidad*** y citoesqueleto de 
actina****. 
 

Núm. de acceso Proteína Función  

EHI_186480 
Factor 5A de iniciación de la 

traducción en eucariontes  
Fagocitosis 

EHI_009240 Tyrosine-tRNA ligase Secreción 

EHI_092640 Seryl-tRNA synthetase 
Secreción y 

fagocitosis 

EHI_175050 Aspartyl-tRNA synthetase 
Secreción y 

fagocitosis 

EHI_126920 Asparaginyl-tRNA synthetase Secreción 

EHI_007330 Subunidad β-hexosaminidase 
Motilidad y 

fagocitosis 

EHI_093900 DEAD/DEAH box helicasa 

Secreción, 

motilidad y 

fagocitosis 

EHI_011210 

EHI_052400 
Factor de elongación-1α 

Secreción y 

fagocitosis 

EHI_047810 Lisina-ligasa de tRNA 
Secreción y 

fagocitosis 

EHI_005150 
Proteína con el dominio 

TNase-like 
Secreción 

EHI_101240 
Proteína con dominio de 

Nucleasa  
Secreción 

EHI_012360 Proteína ribosomal S14 Secreción 

EHI_148820 Proteína ribosomal S24 Secreción 

EHI_020300 Proteína ribosomal L15 Fagocitosis 

EHI_127330 Proteína ribosomal L17 Secreción 

EHI_035600 Proteína ribosomal L18a Secreción 

EHI_148850 
Proteína ribosomal acida P0 

60S 
Secreción 

EHI_068660 Proteína ribosomal 60S L5 Secreción 

EHI_103310 Proteína ribosomal 60S L7a Secreción 

EHI_126140 Proteína ribosomal 60S L9 Motilidad 

EHI_044810 Proteína ribosomal 60S L10 Fagocitosis 

EHI_012480 Proteína ribosomal 60S L10a 
Secreción y 

fagocitosis 
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EHI_030710 Proteína ribosomal 60S L12 Secreción 

EHI_081410 Proteína ribosomal 40S uS2 

Secreción, 

motilidad y 

fagocitosis 

EHI_020280 Proteína ribosomal 40S S2 Secreción 

EHI_008210 Proteína ribosomal 40S S3 Secreción 

EHI_152080 Proteína ribosomal 40S S4 Secreción 

EHI_020280 Proteína ribosomal 40S S6 Secreción 

EHI_177470 Proteína ribosomal 40S S9 Secreción 

EHI_148320 Proteína ribosomal 40S S10 Secreción 

EHI_013890 Proteína ribosomal 40S S16 Secreción 

EHI_135060 Proteína ribosomal 40S S17 Fagocitosis 

EHI_131190 Proteína ribosomal 40S S25 Secreción 

EHI_108610 Rab1A 

Secreción, 

fagocitosis y 

citoesqueleto 

EHI_067850 Rab2C 
Secreción y 

citoesqueleto 

EHI_081330 Rab7B 
Motilidad y 

fagocitosis 

EHI_107250 Rab11B 
Motilidad y 

fagocitosis 

EHI_153690 RabC1 
Motilidad y 

citoesqueleto 

EHI_143650 RabC3 

Secreción, 

motilidad, 

fagocitosis y 

citoesqueleto 

EHI_070730 RACC 
Motilidad y 

fagocitosis 

EHI_129750 Rho GTPasa 

Motilidad, 

secreción, 

fagocitosis y 

citoesqueleto 

EHI_058090 RAP1 
Secreción y 

motilidad 

EHI_177520 RabX11 

Motilidad, 

fagocitosis y 

citoesqueleto 

EHI_040310 RabX31 Motilidad 

EHI_198330 Ras GTPasa Fagocitosis 



 

 

184 

 

EHI_147570 
Inhibidor del cambio de GDP 

de Rho 
Fagocitosis 

EHI_167060 
Inhibidor α de la disociación 

del GDP de Rab 

Fagocitosis y 

citoesqueleto 

EHI_043010 V-ATPasa, subunidad A 
Secreción y 

motilidad 

EHI_124560 AP2M1 Fagocitosis 

EHI_033710 Cisteína proteasa 2 (EhCP2) 

Secreción, 

motilidad y 

fagocitosis  

EHI_168240 Cisteína proteasa 5 (EhCP5) 
Secreción y 

fagocitosis 

EHI_164800 

Familia 1 de las proteínas de 

unión a cisteína proteasas 

(CPBF1) 

Secreción 

EHI_008470 

EHI_062490 
EhVps26 Fagocitosis 

EHI_002990 EhVps35 
Secreción y 

fagocitosis 

EHI_148790 
Subunidad ligera de 

Gal/GalNAc  

Secreción y 

motilidad 

EHI_058330 Lectina inhibible por galactosa Secreción 

EHI_011870 
Complejo endopeptidasa del 

proteosoma  
Secreción 

EHI_177320 
Proteína de la subunidad P45 

del proteosoma 26s  
Secreción 

EHI_163650 
Proteína de la subunidad alfa 

del proteosoma  
Fagocitosis 

EHI_083270 Ubiquitina Motilidad 

EHI_164430 Actinina-like 
Fagocitosis y 

citoesqueleto 

EHI_186840 Proteína de unión a actina Fagocitosis 

EHI_152660 ARPC4  Secreción 

EHI_164810 AP3D1  Secreción 

EHI_045000 ARPC1 

Secreción, 

motilidad y 

citoesqueleto 

EHI_199690 ARPC2 Citoesqueleto 

EHI_198930 ARP-3 
Secreción y 

citoesqueleto 
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EHI_111050 ARP-2 
Secreción y 

citoesqueleto 

EHI_110180 Miosina II cadena pesada 

Secreción, 

motilidad y 

citoesqueleto 

EHI_083590 Coronina 

Secreción, 

motilidad, 

fagocitosis y 

ciesqueleto 

EHI_010530 α-Tubulina 
Secreción y 

citoesqueleto 

EHI_080740 Filopodina 

Secreción, 

fagocitosis y 

citoesqueleto 

EHI_104560 Cortexillina 

Secreción, 

fagocitosis y 

citoesqueleto 

EHI_176140 Profilina-1 

Secreción, 

fagocitosis y 

citoesqueleto 

EHI_136150 
Proteína de asociada a adenil 

ciclasa  

Secreción y 

citoesqueleto 

EHI_031410 Proteína de unión a GTP 
Secreción y 

fagocitosis 

EHI_110280 
Proteína con dominios de 

dedos de zinc LIM 

Fagocitosis y 

citoesqueleto 

EHI_104630 Filamina 2 
Secreción y 

motilidad 

EHI_187110 Proteína activadora de Rho Citoesqueleto 

EHI-140120 

EHI_126190 

EHI-161200 

EHI_182900 

Actina Citoesqueleto 

EHI-146140 

EHI_164430 
α-actinina 1 

Fagocitosis y 

citoesqueleto 

EHI_189930 

EHI_103860 

EHI_004550 

EHI_086690 

EHI_010570 

Proteínas con dominio C-

terminal de unión a F-actina 

Fagocitosis y 

citoesqueleto 

EHI_187770 Bin1/Ehndophilina Citoesqueleto 
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EHI_105330 coronina2/CRN12b Citoesqueleto 

EHI_194520 LimD Citoesqueleto 

EHI_096420 EhLIM-A Citoesqueleto 

EHI_159620 TolA Citoesqueleto 

EHI_052780 TolA-like Citoesqueleto 

EHI_201510 

EHI_201710 

EHI_201940 

Clatrina cadena pesada Secreción 

EHI_136160 Calreticulina Motilidad 

EHI_120360 Grainina Motilidad 

EHI_167300 Grainina 1 Motilidad 

EHI_167310 Grainina 2 Motilidad 

EHI_009530 Piruvato fosfato diquinasa 
Secreción y 

motilidad 

EHI_150490 

EHI_166490 

EHI_125950 

Alcohol dehidrogenasa 

Secreción, 

motilidad y 

fagocitosis 

EHI_098800 Alcohol dehydrogenase 3 Secreción 

EHI_023110 
Alcohol deshidrogenasa 

dependeinte de NADP 
Fagocitosis 

EHI_014030 
Transhidrogenasa NAD(P)(+) 

translocadora de protones 

Secreción y 

fagocitosis 

EHI_098800 

Proteína con dominio 

epimerasa/dehidratasa 

dependiente de NAD 

Secreción 

EHI_099700 
Deshidrogenasa dependiente 

de NAD(FAD) 
Secreción 

EHI_084680 4-alfa-glucanotransferasa 
Secreción y 

motilidad 

EHI_197160 Sulfato adenililtransferasa 
Motilidad y 

fagocitosis 

EHI_133970 Proteína disulfuro-isomerasa 

Seccreción, 

fagocitosis y 

motilidad 

EHI_005150 
Proteína con dominio TNase-

like 

Secreción y 

fagocitosis 

EHI_079300 
Ligasa CoA de ácido graso de 

cadena larga  

Secreción y 

fagocitosis 

EHI_188180 Fosfoglicerato quinasa 
Secreción y 

fagocitosis 
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EHI_030750 
Fosfoenolpiruvato 

carboxiquinasa 2 tipo PPi 

Secreción y 

fagocitosis 

EHI_098290 Fosfotransferasa Fagocitosis 

EHI_050940 Fosfoglicerato mutasa Fagocitosis 

EHI_199660 Proteína de la familia PRA1  
Secreción y 

fagocitosis 

EHI_023500 Calmodulina 
Secreción y 

fagocitosis 

EHI_047800 No caracterizada 
Secreción y 

fagocitosis 

EHI_136440 Dipeptidil-peptidasa 
Motilidad y 

fagocitosis 

EHI_130700 Enolasa 1 
Secreción y 

motilidad 

EHI_052860 

EHI_199590 
Hsp70 

Secreción y 

motilidad 

EHI_196940 

EHI_163480 
Hsp90 

Motilidad y 

fagocitosis 

EHI_158240 3-cetoacil-CoA sintasa Motilidad 

EHI_076870 Esteroide 5-alfa reductasa Motilidad 

EHI_127030 Peptidasa-CP-C6 Motilidad 

EHI_004600 Reductasa de hidroxilamina Fagocitosis 

EHI_007350 
Proteína con dominio NECAP 

PHear 
Fagocitosis 

EHI_008380 Aminopeptidasa Fagocitosis 

EHI_024230 Cisteína sintasa A Fagocitosis 

EHI_025360 14-3-3 proteína 1 Fagocitosis 

EHI_098280 14-3-3 proteína 2 Fagocitosis 

EHI_033250 
Proteína de unión a 

poliadenilato 
Fagocitosis 

EHI_068250 Adenosilhomocisteína Fagocitosis 

EHI_070720 Inositol-3-fosfato sintasa Fagocitosis 

EHI_048740 
Nucleósido fosforilasa de 

purina 
Fagocitosis 

EHI_039480 
Factor de intercambio de 

nucleótidos de guanina Rho 
Fagocitosis 

EHI_042170 
Aminoacil-histidina 

dipeptidasa 
Fagocitosis 

EHI_080260 Proteína con dominio START Fagocitosis 

EHI_155440 Tioredoxina reductasa Fagocitosis 
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EHI_110520 
Subunidad β de glutamato 

sintasa 
Fagocitosis 

EHI_121780 
Proteína de unión a 

potenciadora 1 
Fagocitosis 

EHI_125840 
Peptidil-prolil cis-trans 

isomerasa 
Fagocitosis 

EHI_154450 
Proteína con dominio 

ferredoxin 4Fe-4S 
Fagocitosis 

EHI_194600 
Cofactor sulfatasa de 

molibdeno 
Fagocitosis 

EHI_183010 
Proteína glicotransferasa-

dolicil-difosfooligosacárido  
Fagocitosis 

EHI_198750 
Proteína de unión a 

poliadenilato  
Fagocitosis 

EHI_130960 
Nucleósido fosforilasa de 

purina 
Fagocitosis 

EHI_020330 No caracterizada Fagocitosis 

EHI_049620 
Proteína fijadora de nitrógeno 

NifU 
Fagocitosis 

EHI_054530 Serina carboxipeptidasa Fagocitosis 

EHI_073470 
Factor 1 de ribosilación de 

ADP 1 
Fagocitosis 

EHI_073650 
Proteína quinasa activada por 

mitógeno 
Fagocitosis 

EHI_035730 No caracterizada Fagocitosis 

EHI_200840 

Subunidad alfa del receptor de 

partículas de reconocimiento 

de señales (SRP-α) 

Fagocitosis 

EHI_110720 Proteína PCTP-like  Fagocitosis 

EHI_118750 Proteína con dominio ADF-H  Fagocitosis 

EHI_134960 
Proteína 1S asociada a la 

quinasa de la fase S 
Fagocitosis 

EHI_044970 Enzima málica  Secreción 

EHI_050550 

Subunidad β2 similar a la 

proteína de unión del 

nucleótido guanina 

Secreción 

EHI_051060 
Piruvato:ferredoxina 

oxidorreductasa 
Secreción 

EHI_060740 
Proteína con dominio EF-hand 

de unión a calcio 
Secreción 

EHI_069560 Proteína con dominio MRH  Secreción 



 

 

189 

 

EHI_096830 

EHI_138380 
Glucógeno fosforilasa  Secreción 

EHI_098360 
Enzima desramificante del 

glucógeno 
Secreción 

EHI_098570 
Fructosa-1,6-bisfosfato 

aldolasa 
Secreción 

EHI_110120 Fosfoglucomutasa Secreción 

EHI_118840 
Metiltransferasa de histona-

glutamina  
Secreción 

EHI_152340 Cinasa de etanolamina Secreción 

EHI_160980 No caracterizada Secreción 

EHI_165350 Malato dehidrogenasa Secreción 

EHI_166920 
Fosfoenolpiruvato 

carboxiquinasa 1 tipo PPi 
Secreción 

EHI_176970 Proteína Cdc48-like Secreción 

EHI_177990 
Proteína con repeticiones 

ricas en leucina 
Secreción 

EHI_178960 Acetil-CoA sintetasa Secreción 

EHI_187020 
Gliceraldehído-3-fosfato 

dehidrogenasa 
Secreción 

EHI_197480 Actoforina Secreción 

Otras 

EHI_012580 
Proteína asociada a proteínas 

Vps 
Tráfico vesicular 

EHI_056100 Rab11D Tráfico vesicular 

EHI_026420 Rab5 Tráfico vesicular 

EHI_164900 RabD2 Tráfico vesicular 

 
* Okada & Nozaki, 2006; Watanabe et al., 2023 
**Sharma et al., 2020  
*** Markiewicz et al., 2011 
****Manich et al., 2018; Rath & Gourinath, 2020
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