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Resumen 

La existencia de organelos como el retículo endoplásmico (RE) y aparato de Golgi, 

componentes de Ja ruta secretoria de E. histolylica es un tema aún en debate. Sin 

embargo, se han identificado actividades enzimáticas así como diferentes marcadores 

111oleculares a111ibianos involt1crados en Ja glicosilación, tráfico de proteínas y transporte 

vesicular en eucaríotes. En el presente trab;ljo, se describe un nuevo protocolo de 

fraccio11:m1ic11to subcelular, así como la c:1racteri2:1ció11 de fracciones subcelulares de 

trofowitos de E. histolytica utilizando como marcadores específicos las actividades 

en:i111áticas de Dolicol-fosfato-nwnosa sintct:isa (DPMS), N-acetil-glucosaminil 

fl1sfotra11sfornsa/N-acetil-glt1cos:1mi11il tr:111sfcr;1sa ( N ACl'T /NAGT), y los marcadores 

molect1lares de RE, Sec61 a y STr3, en grndientes isopírnicos de sacarosa. 

~L' L'St:111d:1ri:ó 1111 tlltt'\'O protocolo dL• fr:1ccio11a111it•r110 subct>lul:ir de E. histolytica. EslL' 

protocolo per111ite um1 separación fim1 de los co111ponentes amibianos y permite darles 

seguimiento. Nucstros restdwdos indican que 1:1s actividades enzimáticas típicas de RE se 

cnriq11ccen en fr<1ccio11t'S co11 densidad de flotación entre i.12 - i.15 g/ml. Los 

marcadores moleculares prcsenwron una distribución más amplia que las actividades 

L'11:i111;itic:1s yse detcct:tro11 entre los 1.11alos1.:.> g/1111, resultados que concuerdan con la 

distribución e11contrnd;1 por microscopía coníocal :111tcriormcntc en nuestro l;1boratorio. 

Estos resultados hacen pens;1r que en 1:1 amiba pudiern existir im mecanismo de secreción 

de proteín:1s si111il:1r al modelo dt' 1m1d11ració11 de cisterrnts descrito parn el aparato de 

Golgi de algas verdes. 

Además se hi:o una comparnción entre amib;1s provenientes de líneas celulares en cultivo 

y de absceso hepático axeni2adas, entre las cuales no se observaron diferencias en Ja 

distribución de estos marcadores 1110Jeculares. 
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Introducción 

1. Entamoeba liiswlytica 

1.1 Amibiasis 

Entre las 24 grandes enfermedades o complejos de enfermedades del mundo en 

desarrollo, la amibiasis ha sido clasificada en la posición decimocuarta y es causada por 

Entamoeba histolytica, protozoario parásito que se hospeda en el lumen del intestino 

grneso humano. La amibiasis invasiva es un problema de salud pública mundial, la 

infección es endémica y ocurre tanto en los países desarrollados de clima templádo o frío, 

como en los países tropic;1les en vías de desarrollo; sin embargo, es más frecuente en estos 

tílti1110s. En 1989, la incidencia nrnndial de it1fecci611 por E. histolytica fué estimada en el 

12% (J\,lartínez Palomo, 1989) y desde 1986 se consideró como la tercera causa de 

mortalidad debida <1 enfermed<1des parnsi1<1ri:1s (después de Malaria y la Esquisostomiasis), 

con un estimado de entre 50,000 y 100,000 muertes por año (Walsh, 1986). En 1994 se 

calculaban 50 millones de perso11<1s infectadas, de ellas hnbía un millón en México donde 

se reportaban looo muertes am1nles debid:1s a amibiasis (Caballero-Salcedo et al., ·1994). 

P<1ra 1996, las enrnestas seroepidemiológicas en México estimaban que 8.3% de los 

individt1os era11 seropositivos, represe11tando tlll :u miento de 2 - 2.so/o en 10 años [Carrero 

y Lé1clette, 1996). 

1.2 Biología 

L:4 Entamoeba ilistolyticc1 [Phyhm1: Sarconwstiogophorn; S11bphylum: Sarcodina; Superclase: 

Rhi:opoda; Clase: Lobose;1; Orden: 1\111oebida; S11borden: Tubulina; Familia: 

E11tamoebidae; Género: Entamoeba) está i11cluída dentro de las siete especies de amiba 

que se consideran habitantes comunes del tracto intestinal humano siendo la única de 

importancia medica. Cuatro pertenecen al género Entamoeba: E. histolytica, E. 

/1mw11w11i, E. cali y E. dispar. J..:1s otrns tres especies represenwn diferentes géneros: 

Endolimax nana, Jodamoeba b11ctsc/1lii, y Dientamoeba [ragilis, aunque se considera a e~ta 

tiltima como tm flagelado aberrnnte. Dur:11He 11wcl10 tiempo se consideró que como 
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comensal. Ja E. histolytica no prodt1cía signos o síntomas en personas que presentaban Jo 

que se conoce como Amibiasis Luminal. Las amibas virnlentas invaden Ja mucosa intestinal 

y producen disentería y amebomas; a través de lesiones que Ja comunican con el torrente 

sanguíneo, se pueden difundir y causar lesiones extraintestinales como Jos abscesos 

hepáticos, causando amibiasis invasiva. Ahora se s~1be que los diferentes cuadros los 

producen amibas de distintas especies aunque morfológicamente idénticas: E. histolytica es 

el patógeno responsable de causar Amibiasis lnw1siva y E. dispar quien es un comensal del 

intestino (Martíne2 Palomo, 2000; Jackson, 1998; Espinosa-Castellano et al., 1998). 

1.3 Ciclo de vida 

Aunque el hombre es el único hospedero, el ciclo de vida de E. histolytica no ha sido 

eswdiado en humanos. Sin embargo, la descripción del ciclo está basada en estudios 

realizados en monos y se ha extrapolado al humano (Dobell, 1928). El ciclo, que inicia al 

ingerir quistes presentes en agua o alimentos contaminados, comprende cuatro estadíos 

conserntivos: trofowitos, prcq11istes, qt1istcs y fornrns metaquísticas. Los trofozoitos, o 

forma replicativa, son los que producen el cuadro patológico al infectar Ja mucosa del 

colon; es un protowo pleomórf1co, de 

10 a 60 µ111 de diámetro, se multiplica 

por fisión binaria y se enquista, 

prodt1ciendo quistes tetranucleados 

típicos, después de dos divisiones 

nucleares sucesivas de quistes 

i111im1cleados. De cada quiste emerge 

una solé1 amiba metfü]11ística 

tetranucleada, que produce a su ve:: 

ocho trofo20ítos tminucleados después 

de su división. Los quistes aparecen 

cuando las condiciones de viabilidad 

para el trofo20íto son desfavorables. Al 

1ra11sfonm1rsc en quiste, la amiba 

Í~~~ lhión binariu • 

• "º"""" ~·-·· \ , 
t Mc1m¡ui,1c \ 

(IXM:rn¡ui~lamicnto) l!nqui!IUlmicnlo 

(..lui!<o.IC 11wdum • 

• 

ouiMcscnhe<:cs •o 
••• • 1 El;i¡JJ de ingc~tión 

Quiste maduro 

AMBIENTE EXTERNO 

Qui!i.lc inmaduro o 
Figura 1. Cid0 tlt• viU.1 de• L l1iswlytica 

·--· ---·- -· ··---.;J r( "!' • , '1 t"'\ ~\.i 

.. 
-~ ·. ·- ·:· __ -..::~-~:··j~I~-
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elimina los nutrientes y adquiere una forma esférica para constituir un prequiste 

mononucleado. Al madurar, el quiste se recubre con una resistente membrana externa y 

el núcleo se divide. Los quistes inmaduros contienen dos núcleos; los maduros, que miden 

entre 10 y 18 µm de diámetro, tienen cuatro ntícleos (Fig. 1) (Martínez Palomo 1989; 

Martínez Palomo 2000; Jackson, 1998). 

14 Bioquímica 

Bioquímicamente, E. liistolytica presenta un metabolismo que no asemeja al de los 

eucariotes más complejos sino más bien al de los procariotes. Por ejemplo, carece de 

hemoproteínas, gltttatión, ciclo de Krebs, vía colateral de las pentosas y su glicólisis no está 

regulada éllostéricamente. Es un aerobio facultativo que carece de mitocondrias y cuyas 

enzimas glicolíticas son similares a las de bélcterias. No cuenta con citocromos, sin embargo 

Jos electrones se transfieren de sustratos reducidos al oxígeno a través de acarreadores 

como fla\foas y centros de Fe (no hemo). No h:1y catalasas, peroxidasas u otras enzimas 

con grnpos hemo, no obstante, el trofowíto puede vivir en una atmósfera de hasta so/o de 

oxigeno. Los carbohidratos son la principal fuente de energía. El catabolismo de la glucosa 

se carncteriw por Ja degradación :1 trnvés de la vía de Embden Meycrhoí en la que el 

lactato no es el producto flnal -sino el etanol y el C01.- y no se ha reportado que exista 

una lactato deshidrogenasa. El pirofosfato ha reemplazado al ATP como fuente de energía 

en varias reacciones glicolíticas ( lvtaníne2 Palomo, 1989; Martínez Palomo, 2000; Carrero 

et al., 1996). 

1.5 Organización celular 

A nivel celular, el trofozoíto de E. liistolytica es un eucariote primitivo porque carece de 

los siguie11tes componentes citoplasm:íticos: citoesqueleto estructurado, mierotúbulos 

citoplásmicos, aparato de Golgi y retículo endoplásmico (RE) bien desarrollados, 

mitocondrias y peroxisomas. Presenta una población heterogénea de vacuolas con tamaño 

[0.5-9.0 ~un de diámetro) y fornw diversos, cuya íunción ha sido asociada a una alta 

actividad fagocitica. E. /1istolytica no es el tínico protozoario que carece de estructuras 

citoplasmáticas, algunos protowarios como Giardia lamblia y Vairimorph nccatri.x también 
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carecen de estructuras tales como las mitocondrias (Martfnez Palomo, 1989; Martíne2 

Palomo, 2000; Carrero et al., 1996). 

A nivel de microscopia electrónica e histología no se han encontrado estructuras similares 

al RE y al aparato de Golgi en el citoplasma de E. histolytica (Fig. 2), pero sí se ha 

observado la existencia de un retículo membranoso compuesto de túbulos finos, este 

sistema se ha interpretado como la 

contraparte del Retículo Endoplásmico 

Liso, aunque no siempre se encuentra en 

réplicas de criofractura. Se han hecho 

estudios que sugieren que algunas 

vacuolas citoplásmicas puedan 

corresponder a componentes del RE y 

del aparato de Golgi (Martínez Palomo 

1989; Mazzuco et al., 1997; Martfnez 

Palomo, 2000). 

figura 2. Micrografia electrónica de E. histol¡1ica. 
Se represellla al trofozofto de E. histol)1ica con la 

característica población de vesículas heterogéneas 
(Cortesía Dra. Rosana Sánchez López). 

E. histolytica también 

presenta organelos y 

estructuras celulares que son 

comunes con el resto de Jos 

eucariotes, como son el 

núcleo y los ribosomas. El 

núcleo tiene forma esférica y 

su diámetro mide alrededor 

de la quinta o sexta parte de 

la amiba completa. Algunas 

Figura 3. Trofo::oitos de E. liistolytica vistos por contraste de fases 
(Cortesía Dr. Roberto Stock Silberman). r- ··· 
Nótese la diforencia en cuanto a mímero y tamaflo de mícleos. 1 

r Ii .. 
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veces los trofowítos poseen más de Llll rníclco (Fig. 3); al p~1recer, este hecho tiene que ver 

con qtte la división ce!Ltlar no está sincronizada con In división nt1clear. En la división 

celttlar no hay e\~dencia de qtte se condensen todos los cromosomas, sin embargo, es el 

tínico momento en qt1e se pueden observar estrncturas mícrowbulares y 

111icrofilamentosas (Argilello et ti!., 1992 ). Otra estrucwra común con el resto de los 

eucariotes son los ribosomas qL1e parecen estar organizados en arreglos helicoidales y se 

observan freCllentemente asociados a vaC11olas con Ltnn cisterna membranosa, ~wnque no 

se han encontrado ribosomas libres ni unidos a membrana (Marlfnez Palomo, i989). 

1.6 Genoma 

:\ 11ivcl 111olcrnbr, E. !Jíswlytíca prcsc111:1 w111bié11 di(t•rc11cias con los e11rnriotcs av:1n:zndos. 

El wmmio dt'I genonw se rn!Cllb e111rt' 2.:J :1 3.7x1011 Kb (Blwtwcharya et al., 2000) y, 

attnque la ploidía es incierlél, p:irece eslélr organí:?ado en 31-35 cromosomas de entre 0.3 y 

3.3 1\\b (Willlweft y T:11111ich, 1999). l.<1 rronwtirw se orgnni2a e11 p;1rtículas similares a 

1111cleoso111as q11t' St' co11dt•11sa11 por prott•í11:1s de 1111ión ;1 DNA qtte difieren de las histonas 

típicas (Torres-G1wrrcro et al., 1991). El co111e11ido glob:tl de G+C es de 2-.:>% y se sabe 

que en las seC11e11ci;1s codiflrnnws es de 33%, donde lélmbién se mt1estra una preferencia de 

:\ + T del 82 ':':,en b ll'rccrn posición del codón (T:11mich y Horstnwnn, 1992). l.as regiones 

inwrgé11ic:1s y las regiones 5' y 3' 110 1r:1d11cid:1s de los mRNA son relativamente cortas 

(Pctter et al.. 1992; Bruchliatts et cil., i993). La mayorfrl de los genes carecen de intrones y 

c11a11dL1 los lwy. son de ntt'nos de loo pb (Bl1<1tt:1clwrya et c1l., 2000). Aunque la mayoría 

dL'I DN:\ est;í wnwnido t'll el ntícleo, se ha e11co111r:1do DNA en vesículas nt1cle:1res tanto 

libres en el ciwplasma como dentro de 1111a estructura tipo kinetoplasto (EhkO) (Solís et 

al.. 2002). También existen varías copias de pltismidos (episomas). qw? parecen contener 

su propio origen de replicación. Estas cstrucum1s de 25 kb de longitud (existen alrededor 

de 200 por célttla) comienen a los genes ribosonwles (Bfiaw1charya et al., 1989, Ht1bber et 

al.. 1989). 
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1.7 Patogenicidad 

Dentro del colon, el trofozoíto de E. histolytica puede producir una infección asintomática 

que se puede convertir en una infección patogénica causando úlceras, disentería y 

eventualmente amibiasis extrninwstinal (Gilchrist y Petri, 1999). En la invasión del 

trofozoíto a la mucosa se pueden distinguir varias etapas: adhesión a la mucosa intestinal, 

muerte celtilar por contacto, disrupción de la pared intestinal y transporte a través del 

torreme sanguíneo (Das et al., 1999). L:i adhesión de los trofozoftos a las células blanco 

ocurre principalmente por medio de una lectina de 170 kDa que se une a residuos 

terminales de Gal-GalNAc de glicoproteínas presentes en la superficie de la célula blanco 

(Petri et al., 1989). Otras moléculas involucradas en la adhesión del trofozoito incluyen 

una lectina de 220 kDa (Rosales-Encina et al., 1989), una adhesina de 112 kDa (Arroyo y 

Oro:xo, 1987) y un lipofosfoglirnno (Stanley et al., 1992). Una ve2 que los trofo20itos de E. 

histolytica establecieron contacto directo con la célula blanco, se lleva a cabo un segundo 

evento de patogenicidad que incluye la secreción de mediadores líticos como péptidos 

formadores de poro o amibaporo (Leippe et al., 1991), cistcín proteasas (Que y Reed, 

:woo) fosfolipasa t\ (Long-Krug et al., 1985), colagenasa (Muñoz et al., 1984) y 

metalocolagenasa (McKerrow et al., 1993). Por tíltimo, E. histolytica fagocita a las células 

previameme lisadas y degrada rndél uno de los componentes orgánicos ingeridos por medio 

de en::i111as hidrolíticas locali::adas en lé1s varnolas citoplásmicas de los trofozoitos 

( f\tartíne::-Palomo, 1989). 

2. Secreción 

2.1 Generalidades 

Tanto en las células procariotcs como eurnriotes, los procesos especializados como la 

secTeción y la transducción de SL'ii:1l, élSÍ como las re;1cciones enzimáticas del metabolismo, 

entre otros, se org;mi:an en 111e111brn11<1s y en compartimentos rodeados por membranas. 

La bioquímica característica de cada compartimento y la especificidad y direccionalidad de 

los procesos secretorios sólo se pueden mantener si existen mecanismos para que las 



proteínas recién sintetizadas lleguen selectivamente a s11 blanco, para atravesar membranas 

impermeables y para su modificación conformacional. 

En procariotas (v.gr. E. coli) In secreción de proteínas hacia el espacio periplásmico y el 

ensamblaje de proteínas en la membram1 externa se logran dirigiendo a las proteínas 

nacientes del citoplasma mediante señales adecuadas. En los eucariotes, Ja vía de tráfico de 

proteínas a membrana plasmática y de secreción involucra a una serie de compartimentos 

(RE y aparato de Golgi) a través de los cuales un gran número de proteínas pasan en una 

rnta hacia su destino final. por ejemplo el espacio extracelular (Rothblatt et al., 1994). 

Actttalmente se aceptan dos modelos que explican esta ruta: el de transporte vesicular y el 

de madu rnción de cisternas. 

2.2 Secreción en Eucariotes 

De acuerdo con el modelo de transporte vesirnlar (Fig. 4), las proteínas de secreción 

recién sintetizadas, así como las destinadas al lumen o a la membrana del RE, el aparato de 

Golgi, los Jisosomas y la membrana plasmática pasan primero por el RE. Dentro de este 

compélrtirm'nto, los polipéptidos sitllctb1dos de novo pueden sufrir un proceso proteolítico 

o ser glicosilados. Además, están expuestos a un ambiente oxidativo, a las chaperonas del 

RE y a en:inws q11e prormtevcn el plegamiento, la formación de puentes disu)furo e 

isomeri:ación. :\excepción de aquellas que se retienen selectivamente, por ser miembros 

residentes del RE (y los q11e se degradan por errores en el ensamblaje), todas las proteínas 

recién sinteti:adas migran hacia el aparato de Golgi donde pueden ser glicosiladas 

ntte\'ameme o sufrir cambios en los oligosacáridos añadidos en el RE y ser dirigida~ hacia 

lisosomas, membrana plasmática o gránulos de secreción (Rothblatt et al., 1994.). 
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figura 4. Ruta Secretoria típica de célt1las eucariotas. Se resaltan los marcadores utilizados en esta tésis. 

En las células de mamífero, la importación de proteínas al RE ocurre co

traduccionalmente. La proteína naciente presenta en el extremo amino terminal una 

secuencia de aminoácidos hidrofóbicos llamada péptido señal (Blobel y Sabatini, 1971). El 

péptido señal es guiado a la membrana del RE por al menos dos componentes: una 

partícula de reconocimiento de Ja señal (SRP) y por un receptor SRP. El SRP se une al 

péptido señal tan pronto como el péptido emerge del ribosoma, esto causa una pausa en Ja 

síntesis de la proteína que da tiempo al ribosoma de unirse a la me1nbrana del RE y así 

asegurar que la proteína no se libere al citosol. SRP se une a su receptor, presente en Ja 

membrana del RE, y una vez establecido el contacto entre el ribosoma y el poro de 

translocación, SRP se libera. La proteína pasa a través del canal formado por el complejo 

Sec61 (Sec61 a, f3 y y en mamíferos) mientras se está traduciendo el mRNA (lohnson y van 

Waes, 1999). Una vez dentro del RE, el péptido señal es cortado y Ja proteína puede sufrir 

varios cambios como la formación de puentes disulfuro, cortes proteolíticos específicos, 

adición y modificación de carbohidratos y plegamientos. Muchas proteínas son 

transitorias en el lumen del RE pero existen otras que son residentes y que se encuentran 

G
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en alws concentrnciones. Algunas de estas proteínas acttí:m como cmali:zadores de manera 

qlle aytidan al plegamiento y ensamblaje correcto de l;1s proteínas que se translocan al RE. 

Las proteínas del lllmen del RE tienen una señal de retención compuesta por cuatro 

aminoácidos (KDEL/HDEL) en el extremo carboxilo terminal que es responsable de 

mantener a la proteína en el RE (M1111ro y Pelham, 1987; Pelham, 1996); las proteínas de 

membrana tienen otras señales de retención, aparte del KDEL, como KKXX (X es 

walqt1ier aminoácido) ó RKR (Ma y Jan, 2002). Si la proteína no posee señales de 

residencia en el RE, corllimía su camino lwci:1 el complejo de Golgi. En su paso por el 

co111plejo de Golgi. l;1s proteínas pueden sufrir 0-glicosilación y rearreglo de a2úcures, 

sulfiltación, fosforilación y degradación. La exportación de proteínas desde el RE 

i11vol11crn l:i lorm:1ción de wsírnl<ls y s11 li1sió11 co11 1:1 red cis-Golgi (CCJN), el primer 

co111parti111ento del él]Jarato de Golgi. L<1s proteínas exportadas desde el RE entran a cis

Golgi por CGN y luego se n11wve11 a tr:1vés de l;Js cisternas intermedias del Golgi y 

finalmente a trans-Golgi donde se completa el procesamiento de glicosilación. A partir de 

la red trans-Golgi (TG N) las proteínas se segregan ;1 diferentes vesículas de transporte y de 

ahí a sus destinos finales (me111bran;1 pl<1smática, lisosonrns o vesíclllas de secreción). El 

destino final de una proteína está determinado por señales que pueden tomar forma de 

cortas secuencias de aminoácidos o modificaciones covalentes de la proteína. Las vesículas 

que exportan proteínas desde el RE hacié1 el aparato de Golgi incluyen a proteínas que 

residen en el lumen del RE. Lc1 función de la señal de retención de RE (etiqueta KDEL, 

KKA.'X ó RKR) no es 111ediante el anclaje ;i] RE de las proteínas que la llevan al lumen del 

RE, sino qlle estas proteínas son selectivamente retransportadas al RE después del 

transporte hacia cis-Golgi. En cis-Golgi, la proteína ERD2 reconoce la secuencia KDEL y 

empaca a las proteínas que llevm1 esa serial en vesículas especiales que las regresan_ al RE 

(Semen:2a y Pelham, i992). La secuencia KKXX es reconocida por Ja subunidad a de las 

proteínas COPI y la secuencia RKR podría ser reconocida por componentes de COPI 6 por 

proteínas adaptadoras como en el caso de la secuencia KDEL, al ser reconocidas, las 

proteínas son regreSéldas al RE (Ma et al., 2002; Zerangue et al., 2001). 
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El modelo de maduración de cisternas se propt1so originalmente para describir el 

f¡¡ncionamiento del aparato de Golgi en algas verdes. Actualmente, se propone que un 

mecanismo similar podría funcionar en algunas células de mamífero como las células de 

glándt1la mamaria, los hepatocitos, los fibroblastos y las células t1roteliales (Mironoy et al., 

1997). En este modelo, el material q¡¡e sale del RE converge hacia el complejo de Golgi y 

forma t1na nueva cisterna "cis". El material que no será secretado (como las proteínas 

residentes del RE) es regresado del cis-Golgi al RE, mientras que al mismo tiempo, los 

co111po11er1tes qtie definen al co111parti111erHo medial (por ejemplo las enzimas del Golgi 

medial) viajan en dirección retrógrada hacia los elementos cis. De esa manera, el 

comparti111ento cis adqlliere característirns del co111partimento medial y se convierte en un 

ct1111¡x1rti111ento medial. Se ha postlll:ido qm' so11 las vesículas COJ>I quienes transportan a 

l:1s crdnws tkl Colgi t'fl dirccció11 rt•trógrad:1 n1Ít•111r:1s In cistenw migr:i en dir9cción 

anterógrnda. El proceso se repite (el compartimento medial se convierte en trans] hasta 

q¡¡c la carg<i éllcan:w la red trnns Golgi. Firialmente, el mmerial a secretar que está en el 

TGN se liber:1 progresiv:1111ente a trnvés de la íonnación de gránt1los de secreción, vesículas 

u otros mecanismos lwsta qllc st• co11s11 n1c t' 1 org:111e lo. 1 :1s proteínas características de 1 

TG N se n'cicl:in haci:1 el trans-Colgi. transíor111:í11dolo así en el siguiente TG N listo para 

secretar. La car:1cterística esencial de este mecanismo es la maduración de la cisterna, con 

la co11secllenci:1 de qlle la carga progresa y es modificada conforme la cisterna madura 

(t\lironov et al., i997; Glick et al., 1997). 

2.3 Secreción en E. histolytica 

Las vías de secreción en E. histolytica han sido poco exploradas y aún no se sabe si exista un 

sistema de secreción equivalente al RE y al aparato de Golgi, aunque se ha sugerido que 

algunas vesículas podrían estar involucradas en estos procesos (Mazwco et al., 1997). 

Existen estlldios que evidencian la secreción activa por E. histolytica de una gran variedad 

de proteínas, algunas involucradas directamente con la patogenicidad; algunas de estas 

proteínas sufren modificaciones post-traduccionales, como glicosilación y degradación del 

péptido señal (Martínez Palomo, 1989; Vargas-Rodríguez et al., 1998). Una de estas 



proteínas es Ja lectina Gal/GalNAc, que es una proteína de membrana plasmática. Dicha 

Jectina presenta el corte protcolítico de su péptido señal, como sucedería en 1<1 traslocación 

al RE en ettcariotas típicos. Además pt1do marcarse con rHJglucosamina, lo que indica que 

es tma glicoproteína (Petri. et al., 1989). Otra proteína de membrana que sufre 

modificaciones post-traducciom1les es la proteína rica en Serinas (SREHP). Esta proteína es 

fosforilada y sufre 0-glicosilación ya que se han encontrado residuos terminales de 

GlcNAc unidos a Serina/Treonina y múltiples sitios potenciales para este tipo de 

glicosilación (Stanley et al., 1995). Dentro de Jos factores importantes para Ja virulencia de 

E. Jiistolytica están los lipofosfoglicanos (LPGs). Recientemente se ha sugerido que estos 

LPGs son en realidad protcoíosfoglicanos (Pl'Gs) unidos por un ancl<1 de glicosil-fosfutidil 

inositol (Gl'I]. El polipéptido dl' estos l'l'Cs L'S n1odií1cado con cadenas de azúcares que 

tienen la estntctttra general fGJca1-6] .. Glc¡31-6Gal (n = 2 - 23) y que se unen a través de 

residuos de fosfo-serína (Moody-H<1upt et al .. 2000). I~'l ruw biosintética para los PPG o 

para etwlquier glicoconj11g<tdo en E. /1istolytic11 mítt no h:1 sido elucidada. 

Para identificar compartimentos an<ílogos <ti RE y al :tpamto de Golgi, algunos grupos, 

entre otros el nuestro, se lwn dedicado ;1 la identifie<1ción de marc:1dores moleculares 

característicos de comp;irtimentos involucrados en el tráfico de proteínas. Se han 

identificado a la GlcNAc-1-P tr:mícrasa (N1\GPT) y a Ja GlcNAc transícrasa (NAGT), dos 

L'n:imas invoh1cradas en la cta¡n1 te111¡m11rn de la N-Glicosilación en amiba (Vargas

R.odrígue: et al.. 1998). También se lw pmiílcado y caracterizado In Dolicol Fosfato 

,\ \:1110s:1 Sí11tews;1 [DI' MS), en:i nw L'Sl'11cial e11 la biosíntesis del dolicol-oligosncárido a ser 

tr;msferido en bloque a proteínas 1wcie11tcs y bl;111co de N-glicosilación (Villagómez"Castro 

et al., 2000). Otros grnpos de i11wstigaci611 '1<111 reporwdo la utiliwción de mnrcadores 

mcilernlares para el cst11dio del RE (Bil') y del tr:iílco wsirnlar (J>rotefm1s Rab) (Gosh et al., 

1999; Rodrigue: et al., 2000). 

En nuestro laboratorio se han c;1racterb1do los siguientes genes que codifican para 

proteínas involucradas en Ja etapa temprana del mífico de proteínas en eucariotes: SRP54 

es una proteína del complejo SRP, encargado de la conducción de las proteínas nacientes 

hacia y a través de la membrana del RE (Ramos et al .. 1997); la proteína Sec61a forma 
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parte estrucwral del poro responsable de la translocación de proteínas al RE, así como la 

translocación de proteínas de degradación del RE hacia el citoplasma (Siminovich, 1999; 

Sánche2-L6pe: et al., 2000-b); SIT3 es una de las subunidades del complejo 

oligosacariltransferasa presente en RE y responsable de Ja primera etapa del proceso de 

glicosilación de proteínas (Gutiérre2 et al., 2000); POI o protefn-disulfuro isomerasa, es 

una enzima de lumen de RE que cmali2a la formación de puentes disulfuro en proteínas 

que circulan por este compartimiento celular (Ramos y Alagón, 2000); ERD2, es el 

receptor de secuencias KDEL (Gutiérre2, 1999; Sánchez-López et al., 1997). En mamíferos, 

la proteína de unión a GTP RabS está involucrada en tráfico vesicular entre el trans-Golgi 

y la membrana plasmática (luárez et al., 2001). 

3. Fraccionamiento Subcelular 

3.1 Generalidades 

Una herramienta títil pélra e111cnder las nuíltiplcs élCtividades llevadas a cabo por las células 

es fraccionar sus componentes. Desde sus inicios, el fraccionamiento de células ha 

proporcionado información sobre 1~1 composición y función de los organelos celulares. El 

fraccionamiento celular también lrn facilitado el estudio de la biogénesis de los 

componentes celttlares, el transporte intracelular, el ensamblaje de la membrana y por lo 

tanto, los elementos que Tegt1lé1t1 o controlan dichos eventos (Fleischer y Kervina, 1974). 

El proceso de fracciorwmiento involucra dos etapas principales: (1) la ruptura de Ja 

organi:ación cehtlar (homogeni:é1ció11) y (2) el fraccionamiento del homogenado para 

separar las diferentes poblaciones de organelos y de estructuras macromoleculares. La 

rupwra de las células se puede lograr mediante choque osmótico, vibración ultrasónica o 

por filer:a mecánica. Los métodos de rupwra menos agresivos dejan los núcleos, el Golgi, 

mitocondrias y otras estrucwras membranosas intacléls; el homogcnado, si está en el medio 

adecuado. retiene la mayoría de la activid:1d bioquímica original. Los homogenados 

generrilmente se fraccionan medi:111te ww scrie de centrifugnciones diferenciales a las que 



siguen las centrifugaciones a través de 

gradientes diseriados parn scpé1rnr los 

organelos y partíct1las en base al tamaño, la 

densidad y las propiedades de sedimenwción 

(Pasquali et al., 1999). La centrifugación 

diferencial es u11:1 secuencia de 

centrifilgaciones en que se va aumentando Ja 

velocidad y que sep:1r:1 los co111pone11ll's 

lrns:i11dose en los coe(icicntes de 

sedimentación de cada p:1rtíctda; c:1d:1 

coeficiente es fondón del wnwrio y la fornw 

de las partículas. La cemrifitg<ición diferencial 

enriquece más q11e purif1ca las partirnlas :11ín 

desp11és de v:iri:is centrifugaciones. El 

siguente paso en el fraccionamiento es Ja 

centrifugación a través de un gradiente en el 

que Ja purif1cación de los componentes es por 

densidad (Fig. 5). Los medios más t1tili2ados 

para la formación de los gradientes son: 

Sacarosa, Percoll®, Accuden2®, Nycodcn2® y 

Ficoll®. Cada uno de estos medios tiene 

ventajas y desventajas pero el más utili2ado es 

y ha sido la sacarosa (Spector et al., 1998). 
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Figur:t 5. Protorolo generali:>ado de 
fraccionamiento subcelular. Este esquema se 
bas.1 en el procedimiento utilizado para muestras 
de hígado de ratón (fa-a ns, 1992). 

3.2 Fraccionamiento Subcelular en E. l1istolytica 

El fraccionamiento celular ha demostrado ser un acercamiento importante para entender 

el funcionamiento de Ja morfología en general de las células al asignar ciertas funci0nes a 

diferentes fracciones subceltdares dependiendo de las acLividades emimáticas asociadas a 

éstas. Esta técnica se ha utilizado para estudiar la ruta secretoria ya que se purifican Jos 

13 



organelos responsables de funciones específicas, como el reLículo endoplásmico, el aparalo 

de Golgi, Jisosomas, peroxisomas y membrana plasmáLica emre oLros (Palade, 1975). 

Entamoeba invadens fue el primer miembro del género Entamoeba en ser utilizado para 

aislamiento de membranas celulares. La idea era que al no presenLar organelos como 

mitocondrias y retículo endoplásmico, se podría wili:zar a este organismo como un modelo 

ideal para el aislamiento de membrnna plasmáLica, libre de contaminantes. Después de 

centrifugar el homogenado celular, se recuperó un pellet que se analizó por 

centrifugaciones sucesivas en grétdientes discontinuos de sacarosa. De esta manera, se 

aislaron dos frncciones de me111bram1s q11e se considerétron como membrana plasmática y 

como membranas de vacuolas. Sin embargo, no se hiw ninguna caracterización excepLO 

por microscopía electrónirn (Spies y Elbers, i972). Los siguientes estudios (pocos) en E. 

inrndens emplearon en:zimas como marcadores endógenos para la caracterización de las 

fracciones s11bcelulares. Uno de ellos se diseñó en panicular para el aislamiento de 

fagolisosomas y membrana plas1mítica, esto se logró mediétntc cemrifugación diferencial y 

centifi1gaci611 en grétdiente conLim10 de sacmosa. Se uLilizaron como marcadores fosfatasa 

ácida, catalasa, peroxidasa y gl11cosa-6-fosíc1tasa, las tres últimas para comprobar la no 

contaminación de las fracciones; la acth~dad de glucosa-6-fosfcitasa no se encontró asociada 

con alg11na membrana en particul:1r (Yélll Vliet et al., i976). Ahora se sabe que hay una 

ausencia total de catalasas y peroxidasas en E. invadens, como ya se sabía en E. histolytica 

(i\ \cLéH1ghlin y Aley, 1985, Weinbach y Diamond, 1974). En otro trabajo se empleó 5'-

111onom1cleotidasa como nwrrndor de mclllbran;1 plasmátirn, sin embargo, Jos autores no 

dL'tectaron la presenciét de esta en::inlél, ni siquiern en presencia de Mg:>" Recuperaron Ja 

111c111bn111a plasmática dcsp11és de 11na centrifi1gació11 a 1600 x g y el sobrenadanLC Jo 

someLÍL'ron a llllél serie de ce11trili1gacioncs diferenciétles y gradienLes discontin1ws de 

sacarosa (J'vtcl.allghlin y Meero,~tch, 1975). 

En el primer estudio de fraccionamiento subcelular de membranas de E. histolytica se 

obtuvieron dos fracciones, una enriquecida en vesículas de digestión y otra enriquecida en 

membrana plasmática utili:zando grndientcs discominuos de sacarosa posteriores a una 
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centrifugación diferencial. Se tttiliwron como marcadores 5'-mononucleotidasa para la 

membrana plns1milica y la fosfotas:1 ácida p:1rn las v:1rnolns dl' digestión. li1s dos actividndes 

erdmáticas se distribuyeron de igtwl manera tanto en la centrifugación diferencial como 

en el gradiente de densidad y se concluyó que no hubo una buena separación de Ja 

membrana plasmática (Serrano et al., 1977). El siguiente intento por purificar la 

membrana plasmática de E. histolytica lo hicieron Aley y colaboradores en 1980. En Ja 

ausencia de un marcador confiable de membrana plasmática, marcaron las células con 1 ~·5J, 

en seguid;i inrnb;iron las cél11las con conGlné1valina A (Con A) antes de la ruplllra, con el 

fin de aislar la membrana plasmática como agregados grandes eviwndo así la 

contaminación con el material interno. A pesar de esto, no encontraron evidencia de una 

fosfatasa ácida distintiva de la membrana plasmática mmque si encontraron un 

enriq11eci111iento de 20 veces de una Céi"~·•-ATP11sa en esta fracción. A pesar de que esta 

ca++ _ATPasa también se encontró en el resto de las fracciones subcelulares, parecía ser la 

actividad enzimática de membrana plasmática más confiable (Aley et al., 1980 a y b). 

Recientemente ha habido esfuerzos por sepamr componentes citoplásmaticos de E. 

/1istolytica y la mayoría de ellos se han basado en el protocolo de Aley (1980 aj como un 

método de separnción de la membrana plasmática. Métodos como Ja centrifugación 

diferencial han llevado a la obtención de fracciones de membranas internas mixtas en las 

que se han ensay;ado diferentes actividades enzimáticas como: DPMS y a-glucosidasas 

(Vargas-Rodríg11e2 et al., 1998; Villagó111e2-Castro et al., 1998; Zamarripa-Morales1 et al., 

i999). Utili:ando diferentes velocidades de centrifugación (10,000, 17'5ºº y 160,000 x g) 

y grJdientes continuos de sacarosa, se ha loG1li2ado la alcohol deshidrogenasa dependiente 

de NAO. La actividad de esta emima presenta un patrón similar de sedimentación al de Ja 

alcohol deshidrogenasa de E. coli y no parece comporwrse como 11na enzima de membrana 

(Ávila et al., 2002). En otros estudios se ha empleado Ja centrifugación secuencial en 

gradientes de sacarosa donde se enriqueció una fracción de membranas que 

probablemente representan ;11 RE amibiano por contener actividades de DPMS, 

NAGPT/NAGT, y UDPasa, asf como la proteína calnexina (detectada con anticuerpos 

heterólogos) (Rocha, 2001; Villagómez-Castro, 2000). En un estudio donde se utili2an 

.------·-----""\ 
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gradientes de Percoll® se ha separndo la nien1bra1w plasmálÍCél y el amebaporo (Rosenberg 

y Gitler, 1985) y no se lw empb1do el protocolo de 1\ley como base ya que hay estudios 

qtte denwestran que la Con A estirmda la liberación del amcbaporo y de proteasas 

activadas por tioles. En este estudio se sugiere que la Con A podría introducir un sesgo en 

la distribt1cicin de los componentes intr;1cclttlarcs (Yottng et al., 1982). Sin embargo, el 

método de separación de membrana plasmática según Aley sigue siendo el más utilizado. 

4. Justificación 

Dt1rante mucho tiempo se consideró que E. histolytica no poseía organelos internos tales 

como RE, ap:irato de Golgi, etc. Sin embargo, recientemente se han idcntillcado 

111arcadores moleculmcs camctcrísticos de com¡x1rti111cntos involucrados en el tráfico de 

proteínas (Sánche2-Lópe::- et al .. 2000-a). Así mismo, existen eswdios que evidencfan la 

secreción acth~1 por E. /iistolytica de 111ia gran variedad de proteínas, algunus invol11cmd;1s 

directamente con Ja patogenicid:1d (Martínc2-Palomo, 1989). Se sabe también que algunas 

de estas proteínas sufren modific:icioncs post-trnduccion:1les, como glicosilación y 

degradación del péptido señal (Vargas-Rodrigue: et al., 1998; Petri, et al., 1989; Stanley et 

al., 1995; Moody-Haupt et al .. 2000). 

A partir de estos datos se vislumbra la presencia de una vía secretoria activa en E. 

Jiistolytica, aunque existen diversos aspectos que aún se desconocen acerca de la 

maquinaria secretoria de este organismo. Todavía no se sabe en qué compartimento se 

lleva a cabo la glicosilación de proteím1s, ni qué estructuras reali2an funciones de 

transporte. En este sentido, es necesario determinar Ja existencia de un sistema funcional 

eqt1ivalente al RE y al aparato de Golgi. La respuesta a estas preguntas podría dar 

elementos en el conocimiento del desarrollo evolutivo de las estruclllras y moléculas que 

participan en el movimiento intracelular de las proteínas (rutas secretoria y endodtica), asf 

como su papel biológico en este organismo de interés biomédico. 

El fraccionamiento celular ha demostrado ser un acercamiento importante para entender 

el funcionamiento de la morfología en general de las células al asignar ciertas funciones a· 

r-
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diferentes fracciones subcelulares dependiendo de las actividades enzimáticas asociadas a 

éstas. Si11 embé1rgo, existen pocos eswdios de este tipo en E. histolyitica y la mayoría se han 

basado e11 el protocolo de t\ley y colaboradores ( 1980 a). Este protocolo se basa en la 

adición de Con A parn la separación de las membrana plamática. Sin embargo, se ha 

Sllgerido que };¡Con A podrié1 introducir un sesgo en la distribución de Jos componentes 

i11tracell1lares (Young et al., 1982). Además, este protocolo se limita a la separación de la 

111e111brana plasmática dejando el resto de las 111embranas internas como un conjunto. 

Resulta necesario, pues, un protocolo que e11rique2ca ciertas estructuras celulares con 

timciones tipo RE él las qlle desp11és pueda d:irseles seg11imiento. 

5-. Hipótesis 

En el prl'Sl'llll' tr:1h:tio 11os lie11ws pl;1111t•:ido COlllO liipcitPsis q1w c•I :in:llisis de la c•xp:C'sión 

de marcadores molccul:1rcs de t•strnctmas tipo RE debt'rí:1 proporcionar :ilguna evidcnci;1 

bioquí111ica de la existencia de compartimentos celt1lares con funciones involucradas en el 

tráfico y procesa111ic11to de prowí1ias, típirns de este orgunelo, en L histolytica. 

6. Objeúvos 

En este proyecto, se propone un estudio sistemático de la distribución de marcadores 

moleculares y actividades emimáticas propias de RE en fracciones subcelulares de 

trofo:oitos de E. histolytica. 

Específicamente se pretende lo siguiente: 

Determi11ar las condiciones de liomogeniwción de trofozoitos de E histolytica. 

Determinar las co11dicio11es de fo1cciona11iiento subcelular. 

• Caracteri2ación de las fracciones subcelulares por ensayos tipo Slot Blot utilizando 

antict1erpos específicos de t1n marcador molecular de retículo endoplásmico (Sec61 a., 

SIT3 y POI). 



• Caracterización de actividades e112i111áticas tipo RE presentes en las distintas fracciones 

subcelulares obtenidas (DPMS y NAGPT /NAGT). 

Comparar las fmcciorws de amibas provenientes de absceso hepático con las fracciones 

provenientes de amibas de cultivo. 

18 



7. Materiales 

7.1 Amortiguadores (Buffers) 

PBS: NaCl 150 mM, Na:o.HP04 70 mM, NaH:o.P04 3 mM, pH 7.0 .. 

PBS-A: NaCl 175 mM, Fosfatos 15 mM, pH 7.2 

BH: Sacarosa 200 mM, EOTA l mM, N~1HC03 10 mM, PMSF 5 mM, E64. 0.5 mM. 

BH-A: Tris HCl 50 mM pH 7.5, E6410 µM 

BR: Sacarosa 300 mM, EOT A 1 mM, NaHCO¡ 10 111M, PMSF 5 mM, E64 0.5 mM. 

TBST: Tris HCl 10 mtvl pH 7, NaCl 150 mM, Tween 20 o.oso/o 

Percoll-NaCl: 9 partes (v/v) de Percoll®, 1 parte (v/v) de NaCl 1.5 M (Percoll 90 %- NaCl 

o.15J\·l) (Percoll® Methodology and applicéllions, PHARMACIA) 

Percoll-Sac: 9 partes (v/v) de Percoll®, 1 parte (v /v) de Sacarosa 2,5 M (Percoll 90% -

Sacarosa 0.25 M) 

Solt1ción Stock de acrilamida: Acrilamidn 30%, bis-ncrilmnida o.8% 

Buffer Separador para SOS-PAGE: Tris 1.5 M, SOS 04%, pH 8.8 

Bt1ffer Concentrador para SOS-PAGE: Tris 0.5 M, SOS 04%, pH 6.8 

Buffer de tvluestra para SOS-PAGE (SB2X): glicerol 10%, SOS 2.'jo/o, Tris 50 mM pH 6.8, 13-
ME 'f%, awl de bromofenol 0.002% 

TAN K Bt1ffer: Tris 25 mi\·l, glicina 19 mM, SOS 0.1%, pH 8.6 

Bt1ffer de transferencia de proteínas semi-seca: Glicina 39 mM, Tris"Base 48 mM, SOS 

0.04%. Metanol 20%, pH 7 

7.2 Células 

7.2.1 Amibas 

Se utili:aron trofo:oítos de la cepa HK9. y HM1:IMSS de Entamocba histolytica cultivados 

en condiciones axénicas (Oiamond .et al, 1978). Se utilizaron también trofozoítos 

pro\'ie11ie11tcs de absceso JiepátiCo de lwmster cultiv:idos en condiciones axénicas (donados 

por el laboratorio del or: RuyPére2~Ta1nayo). 
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7.2.2 J\1alTÚfero 

Se utilhó la línea celular HeLa, proveniente de cáncer cervical humano. 

Se utili2aron también hibridomas de ratón generados en el laboratorio del Dr. Alagón (M. 

en C. Carlos Gon2ále2, Biól. Judith Sánche2) 

7.3 J\1edios de Cultivo 

7.3.1. Amibas: Medio TYl-S-33 6 BJ-S-33 (Diamond et al, 1978) 

Peptona de biotriptasa 3.6,5% 

Dextrosa 1.21% 

NaCl i.24% 

KH2P04 0.0"7% 

K2HP04 0.12% 

L-cistefna hidroclorada 0.12% 

1\cído <1sc6rbico 0.02% 

Citrato de amonio férrico 0.006% 

Luego de la esterilbación se agrega: 

Suero de ternera fetal (inactivado a 65ºCj 1,5% 

Vitami11<1s-Twcen 80 

7.3.2. J\1amífero: DMEM adicionado con suero fetal bovino (SFB -10%) 

74 Cómputo 
Se utili::aron lasversiones parJ .tv\acintosh de los siguientesprogramas: 

E\'.cel (/\\icrosoft) 

Kaleida Graph 3.0.1 (Abelbeck Sofu.rare) 

NIH Image l.62 

!'lwwsliop 2.5 (Adobe) 

r---------·--· __ .... ·-·· ·---
ni7 l 0 ·i· t• ¡--i ,....,,, ~!.; 
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7.5 Equipo 
Campana de flt\jo laminar, serie FL-1796 (Yeco) 

lncubadorn p:1rn cultivos cc>hdares Controlled E11viro11111c>tll, modc>lo 6?.oo (NAPCO) 

Microscopio invertido BIOSTAR, serie 1820 (American Optical) 

Centrífüga GS-15R; Rotores: 54180, F2402 (Becknmn) 

Centrífüga 12-21; Rotor: JS-13 (Beckman) 

Ultracentrífuga XL-90; Rotor: Vfi50 (Beckman) 

:\irfltgc; Rotor: t\100-30 ( Bccl<nian) 

Ultracentrífüga óptima TL; Rotor: TLA1004 (Beckman) 

Frnccíonador de Gradiente: A1110Dc11si Flow (l.abconco) 

Colc>ctor de Frnccioncs J\fodelo 2128 (BioRad) 

FPLC Pump P500 (Phannacia) 

Refractómetro Abbe Modelo 10450 (American Optical) 

Osmómetro Crioscópico: Osmomat 030 (Genothech) 

Slot Blot PR648 (Amersham Pharmacia Biotech) 

Contador de centelleo líquido LS-6500 (Beckman). 

Homogeniwdor Potter-Elvehjem con pistilo de Teflón (3 mi) 

8 Métodos 

8.1 Cultivo de células 

Trofo2oítos: Se cultivaron en medio TYI-S-33 a 37ºC. 

Hela e Hibridoma: Estas líneas celulares fuerón mantenidas en medio DMEM 

suplementado con SFB al 10%, en estufcl de cultivo a 37ºC y so/o de C02.. 

8.2 Homogcni:zación de Células 
Se cosecharon 1 x ic? amibas colocando los tubos de cultivo en hielo por 5 min, se agitaron 

y centrifugaron a 1732 rpm (500 x g) por 10 min, a 4 ºC (Centrífuga Beckman GS-15R, 
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rotor 54180). Las células se lavaron en medio TYI sin suero (1 ml por cada 10 mi del 

volumen original), centrifugando a 500 x g, a 4."C, durante 10 min. Se resuspendieron (1oi' 

amibas/mi) en BH y se colocaron en un homogeni2ador Potter-Elvehjem donde se dieron 

5 golpes, se permitió el choque osmótico por 3 min y se dieron 5 golpes más. 

Para las células He La el protocolo fue el mismo, con excepción de la cosecha y el lavado 

qt1e fue con sclt1ción HAN K's. Las células se cosecharon con ayuda de un gendarme y 

después se centrifugaron a 500 x g, por 5 min, a 4ºC. 

8.2.1 Homogeni:zación según método de Aley (Aley et al., 1980) 

Los trofo::oítos (aprox. 4.5 x ios) se lavaron 2 veces con PBS-A y una vez con PBS-A 

adicionado de f\\gCl_, JO mM. El pellt't se rcs11spendi6 en PBS-A-MgCI, y se le añ:1dió 

Con A a una concentración final de 0.2 mg/ml. Las célt1las se dejaron en reposo en hielo 

dmante 15 min, con élgitación ocasiotwl y posteriormente se lavaron 2 veces con PBS-A 

:1dicio11:1do dt' f\ \11CI, ( l"'.JS nu\ \) y C:1Cl .. (o.') 111 l'v\). 1 ;¡ pastilla cel11l:1r se lavó unu vc7 con 

BH-A y se colocó en el wbo del homogeni2ador Potter Elvehjem, en hielo, permitiendo la 

lisis osmótica dt1rante 10 min. Los troío20ftos se homogeni2aron con 25 golpes del pistilo. 

Se rernperó el homogené1do total. 

8.3 Fraccionamiento según método de Aley (Aley et al., 1980) 

El homogenado total, del inciso anterior, se colocó sobre un gradiente discontinuo 

formado por Sacarosa 20% en BH-A sin E-64 y Manitol 0.5 M en el mismo buffer 

(voltímenes igt1ales de cada lino de los componentes del gradiente). El gradiente se 

centrifitgó a 280 x g durante 30 min, a 4 ºC. Se recuperó la fase superior del gradiente 

(Manito! 0.5 M) que contenía las membranas internas amibianas y el citosol. Las 

membranas plasmáticas permanecieron en la fase inferior de sacarosa al 20% (Aley et al., 

1980). 
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84 Centrifug.1ción diferencial 

Se centrifugó el homogenado total (proveniente del inciso 8.2) a 500 x g, durante 15 min, 

a 4ºC (Centrífuga Beckman GS-15R, Rotor F2402). Con el fin de purificar la fr:icción 

miclear, el pellet se resuspendió en BR y se colocó sobre un colchón de sacarosa lM para 

ser centrifugado a 6000 x g, durante 12 min, a 4.ºC (Centrífuga Beckman 12-21, Rotor JS-

13). Se obttNo un pellet (P500) enriquecido en núcleos intactos según se observó en el 

microscopio óptico. El pellet (P500) se resuspendió en BR para centrifugarlo en un 

gradiente. En paralelo, el sobrenadan te libre de núcleos de Ja centrifugación a 500 x g 

(SN500) se centrifugó a 14 PSI (-57,000 x g) durante 30 min, a 4ºC (Beckman Airfuge, 

Rotor A100-30). El pellet (P14) se resuspendió en BR y se guardó en hielo para análisis 

subsernentes. El sobrenadame (SN14) se centrifugó a 20 PSI (-95000 x g) durante 90 

min, a 4"C (Beckman Airfuge, Rotor A -110). El pellet (P20) resultante se resuspendió en 

BR y se guardó en hielo en espera de ser amalb1do, lo mismo que el sobrenadan te (SN20). 

8.5 Centrifugación en Gradiente 

8.5.1 PercoU". 

Se colocó la mezcla de Percoll-NaCJ o Percoll-Sac en los tubos y sobre ellos se.colocaron las 

muestras pro,~enientes del inciso anterior (P500, Pl4, P20 y SN20). El gradiente (5 mi) se 

autofor!lló al ce11trifug;1r ;1 50,000 x g (30,000 rpm) durante una hora a 4ºC 

( Ultracentrífuga Óptima TL, rotor TLA1004). Se colectaron 22 fracciones de 200 J.LI a las 

que se intentó !lledir concentración de proteína por los métodos BCA (Pierce) y Bradford 

(BioRad), sin éxito. 

8.5.2 Sacarosa 

Se corrieron 2 tipos de gradiente de sacarosét. Uno para las fracciones obtenidas por 

centrifitgación diferencial y otro J.mra las muestms provenientes del fraccionamiento según 

el método de Aley. En el primer caso, se formaron 4 gradientes lineales de sacarosa (10 -

6_);"\.'.. p/v), con soluciones prep<trndas en PBS, en el me2cl:1dor de gradiente del FPl.C (Pump 

...------· . ------· ..... ----1 
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P500, Pharmacia). Sobre ellos se cargaron 0.15 - 2.5 mg de proteína de las muestras 

provenientes de la centrifugación diferencial (P500, P14., P20 y SN20 respectivamente) 

haciendo un volumen total de 5 mi. Los gradientes se centrifugaron a 200,000 x g (61,000 

rpm), durante 2 horas, a 4°C (Ultracentrífuga Óptima TL), en un rotor de ángulo fijo 

(TLA1004) pre-enfriado a 4°C. Se colectaron las fracciones con un fraccionador de 

gradiente (Auto-Oensi Flow, LABCONCO) <icoplado a un colector de fracciones (Bio-Rad, 

Modelo 2128). Se obtuvieron 21 fracciones con un volumen aproximado de 200 µ!e/u. 

En cada fracción se midió la concentración de proteína (BCA -Pierce), el índice de 

refracción (densidad) y la distribución de marcadores moleculares por Slot Blot. 

Para la muestra proveniente del frncciomimiento de Aley, se formó un gradiente lineal de 

sacarosa del 10 al 65 % (40 mi) con soluciones preparadas en amortiguador Tris-HCI 50 

mM, pH 7.5. Posteriormente se colocaron 10 - 30 mg de proteína de Ja fase de manito! 0.5 

l\l (inciso 7.3) y se centrifugó durante 4 h, :1 4 ºC en un rotor Víi50 a una velocidad de 

220,000 x g (Ultracentrííuga XL-90, Beckman). Al final de Ja corrida se obtuvieron 32 

fracciones de i.3 mi y él cada tma se le determinó el índice de refracción (densid:id), la 

concentración de proteína (BCA -Pierre), se ensaynron las actividades emimáticas de 

interés y Ja distribución de marcadores moleculares por SJot Blot. 

8.6 Preparación de Usados celulares 

Trofo::oítos a una densidad celular de 2Xlo4 células/µ.! se lisaron al agregar un volumen 

igual de Buffer de Muestra 2X y se agitaron en vónex durante 1 minuto. 

Las células HeLa se lavaron con Hank's y después se añadió Tripsina (0.25%) para 

desprender la monocapa. Se retiró la tripsina y se lavaron con DMEM centrifugándo a 

500 x ti durante 5 min. Los hibirdonms (rnltivo en suspensión) se lavaron también con 

Di\ lE1\ \ centrifugando a 500 x !1 dmélllle 5 min. El proceso de lisado fué idéntico al 

pn1ceso de amiba. 
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8.7 Electroforesis de tJrotcínas 

Se llevc1ron a cabo para separar proteírws seglÍn tamaño (SDS-PAGE), de acuerdo a técnica 

descrita previamente (Laemmli, 1970). Los geles se hicieron al 12.5 9'o de acrilamicfa. Las 

electroforesis se llevaron a cabo en Tank Bt1ffer, a 100 V. 

8.8 Transferencia de proteínas 

Para los ensayos de Western Blot, las proteínas se transfirieron a una membrana de 

nitrocelulosa (Bio-Rad) despt1és de la electroforesis. Los geles y los papeles de filtro se 

sumergieron durante 1 min en el bt1ffer de transferencia semi-seca. La membrana se 

equilibró 5 minen el mismo b11ffor. L11ego se montó el sandwich de manera de que el gel y 

Ja membrana quedaran entre 6 papeles filtro Whatman 3MM y se transfirió durante 1 h, a 

400 mA, en una cámara de electrotransferencia semiseca HEP-1 (OWL). 

8.9 Inmovilización de proteínas 

Para los ensayos de Slot Blot, se t1tili2ó membrana de PVDF (lmmobilon P, Millipore). La 

membrana se sw11ergió d11rante i minllto en Metano! y luego se equilibró 10 minen PBS. 

Enseguida se colocó en el Slot Blot (PR648 -Amersham Pharmacia Biotech) y en cada slot 

se colocó la muestra respectiva; de cada muestra se cargó el equivalente de 5 µ,g de 

proteína en un volumen final de 0.5 mi. Se permitió 1 h de acoplamiento a la membrana a 

TA y después se aplicó vacío. 

8;10 Western Blots (WB)/ Slot Blots (SB). 

Las proteínas transferidas o inmovili:zadas en membranas (PVDF o nitrocelulosa) fueron 

inmunodetectadas de la manera siguiente: se bloqueó la membrana 12 horas a TA en 

agitación, con s% de leche (en polvo, Carnation: Instant Nonfat Dry) en TBST. La 

detección se llevó cabo con 1 µg/ml de anticuerpo primario específico de conejo (anti

Sec61 a y anti-STT3) o con una dilución 1:4000 de suero de conejo (anti-POI), en TBST 

con 0.1% de leche (en polvo), 1 h en agitación a TA. Se lavó tres veces la membrana 



dmante 10 minen TBST. Se incubó la membrmw 1 h, ;1 TA, en agitación con el anLicuerpo 

secundario de Célbn1 ami-conejo conjugado a fosfotasa alcalina (ZYMED) diluído a 1: 1000 

en TBST 0.1% de leche (en polvo). Se lavó la mebrana 3 veces duranLe 10 min yse reveló la 

reacción con NBT/BCIP (Kit 10X, ZYMED). La reacción se deLuvo con EDTA 5mM. 

8.11 Actividad de DPMS 

La mezcla de reacción comenía Tris-HCI 50 mM, pH 7.5, MgCl2 7.5 mM, Igepal CA-630 al 

0.1% (p/v), DIT20 mM, o.0052µCi (11,000 cpm) de GDP-14C-Man, 5- 6µgdeDol~Py 

100 µI de Ja fracción (enzima) en un volumen total de 300 µl. Después de 60 min dé 

incubación a 37°C, se detuvo la reacción adicionando 700 µI de agua desionizada y 2 mi de 

cloroformo:metanol (1:1, v:v), se agitó vigorosamenLe en vortex y se centrifugó a 350 x g 

por 5 min. PosLeriormeme, se extrajo el producto radioactivo recuperando la fose orgánica 

(fase inferior) la mal se colocó en otro tubo de ensaye; a la fclse acuosa remanente se le 

adicionó 1 mi de cloroformo, se agitó nuevamente en vortex y se centrifugó 5 min 

recuperando la fase orgánica la cual se combinó con la fase orgánica previamente separada. 

A esta mezcla se le adicionó l mi de cloroformo:metanol:agua (3:48:47, v:v:v) para lavar 

por centrifugación la fase orgánica en la cual se encontraba el producto radioactivq., Una 

ve:: lavada, la fase orgánica se colocó en un vial, se evaporó el solvente mediante una 

corriente de aire caliente, se adicionaron 10 mi de líquido de centelleo no acuoso al 

residuo y se contó Ja radioactividad en un contador de centelleo líquido Beckman LS-6500. 

8.12 Actividad de NAGPT /NAGT 

Se siguió el protocolo descrito por Vargas-Rodríguez et al (1998). La mezcla de incubación 

contenía 100 µI de Ja fuente e112imática, MgCI, 7.5 mM, lgepal CA-630 al 0.01% (p/v), 15-

20 µg de Dol-P, o.01µCi (22,000 - 25,000 cpm) de UDP-N-acetil-D-[U-14C]glucosamina 

y amortiguador Tris-HCI 50 mM, pH 7.5 en un volumen final de 300 µl. La me:>cla se 

incubó 30 min, a 37°C, se detuvo la reacción adicionando 700 µI de agua desionizada y 

posteriormente se siguió el protocolo de extracción del glicolípido como ya se describió 

para la DP!vts. 
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9. Resultados y Discusión 

9.1 Condiciones de homogeni:mción de trofo::zoítos de E. histolytica 

El primer p;1so básico en Jos procesos de írnccionamiento subcelular es la homogeni2ación 

del tejido o células a eswdiar. t\l homogeni2ar se pretende romper de manera uniforme la 

mayoría de las células y ;¡J mismo tiempo conservar l;1s estrncwrns internas en íorma de 

vesfcul;is y con 1<1 orient;ición correcta de las membranas. IÁ1 mayoría de los métodos de 

homogenb1ción involucran u11:1 íuer.;1 íisic;i ¡mra romper la membr:ma externa y se 

aconseja no utilb1r detergentes ya que estos afectan las membranas celulares. En este paso 

se busca 1111 lllétodo en el que se lise ;1proxilll:1damente el 90% de las células al tiempo que 

se co11SL•1-va11 l:is lltcmbrnri:ts subcelulares y SL' rt>con1iend:1 comprobar la eÍlciencia de la 

ho111oge11i2;1ción 111ediante microscopía (Evans, 1992). 

Tomando en rnenta lo anterior, se buscmo11 condiciones de homogeni2aci6n en l:is que se 

obwviera 1111 alto po1-ce11L<úe de ;1111ibas lisad;1s JJNO con 1111:1 lll:tyor proporción de núcleos 

intactos. Consideramos que al eswr intactos los núcleos, el resto de las membranas 

internas también lo eswrían. Se recomienda utilizar un amortiguador hipo-osmótico para 

que la mptura celular se de con facilidad (Evans, 1992), por lo que se probaron soluciones 

amortiguadoras con osmolaridades diferentes (hipo-osmóticas) al medio de rnltivo de los 

trofowítos (ITI-S). Como altenrntiva al método descrito por t\ley (1980), en el que se 

11tifüa una solución de lisis de Tris 50 mM, se probaron diferentes buffers y condiciones de 

homogeni2ación basándose principalmente en lé!s condiciones descritas por Van Vliet y 

colaboradores (1976) en donde reportan una solución de sacarosa 10% (300 mM) en 

EDT A 1 mJ\-l y NaHC0310 mM para la homogenización de los trofo20ítos de E. histolytica. 

Por esta razón, se prepararon soh1cio11es de sacarosa con diíerentes osmolaridades 

tomando como referencia la osmolaridad del medio de cultivo (Tabla 1). 
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Tabla l. Comparación de soluciones para homogeni:zación. Osmolaridad del medio de cultivo de 

los trofozoítos y de las soluciones utili:?adas para la homogeni2ación celular. 

Soluciones mOsmolfkg H20 

1-l,p (blanco) 2. 

TYI-S-33 356 

TYl-S-33 (Sin Suero) 367 

PBS (1X) 349 
Sacarosa 50111/\\. EDTt\ 1111/v\, NaHCO¡ 10 mM 72 

Sacaros:1:wo111/\ \, EDTt\ 1111/\\, NaJ-IC01 10 111M 249 
Sacaros:13001111\ \, EDTt\ 1 1111\ \, NaHC01 w111¡\\ 36:.> 

Con los d:Hos de la osmol;iridad, se decidió probar soluciones de sacarosa de 50, loo, 2.0o y 

300 m¡\l, é!SÍ como de PBS (1X y o.SX) p:m1 la ruptura de los trofo:zoítos en un 

hornogeni:ador tipo Potter-Elwhjem. Se dieron golpes con el pistilo y se comprobó al 

microscopio la ruptllra celular é!SÍ como Ja conservación estructural de los núcleos. 

lltili:ando PBS 1X se dieron 25 golpes del pistilo del l'ottcr y no se observó, a nivel de 

microscopio óptico, una lisis celular. Se probó PBS o.8X (osmolaridad calculada de 230 

müsmol/kg H20) y wmpoco se observó una ruptura celular. Con la solución de 50 mM 

Sélrnrosa, después de 5 golpes ya no se observaban células intactas pero tampoco se 

observaban mícleos. Se probó un buffer con 100 mM sacarosa en el que se observó una 

ntptura celular de ;1proxin1é1dame11te 80%. sin embargo, hubo una rernperación de 

ntícleos de sólo 50S'ó después de lo golpes del homogcni:zador y una pausa intermedia 3 

minwos para permitir el choque osmótico. El buffer con 200 mM Sacarosa dió tm 909'o de 

lisis celular y 1111 90% de mícleos intactos en las mismas condiciones que el buffer anterior, 

es decir, con io golpes del pistilo y 3 n1i1rntos intermedios para permitir el choque 

osmótico. El tíltimo buffer que se probó füe el de 300 mM sacarosa en el que se empezó a 

notar la lisis celular después de 30 golpes con el pistilo del homogeni2ador. Con estos 

datos se decidió utili:zar el buffer con 200 mM Sacarosa para la homogeni:zación de los 

trofo:oítos. 
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9.2 Fspecificidad de anticuerpos 

Nt1estro grupo de trabajo se ha enfocado en la ruta secretoria de trofozoitos de E. 

Jiistolytica, por esta razón se h;m clonado y Gm1cterb1do genes amibianos que codifican 

para proteínas que juegan un papel clave en la vía de tráfico intracelular y secreción de 

proteínas en células eucariotes típicas. Estas proteínas han sido empleadas como 

marcadores moleculares qt1e permiten determinar ct1áles son los equivalentes funcionales 

del RE y del aparato de Golgi. En este trabajo se utili2aron tres marcadores de la ruta 

secretoria, dos específicos para E. /Jistolytica (Sec6m y STf3) y uno para células de 

mamífero (PDI). En el laboratorio se habían clonado fragmentos de los genes que 

codifican para STf3 y Sec61cx en un vector de expresión. La construcción contenía, previa 

al fragmento de 1;1 protcím1 en cuestión, t1na etiqt1eta de 6X Histidinas y la proteína DH FR. 

Las proteínas se expresaron en E. coli y se purificaron por cromatografía de afinidad a 

Níquel. Los ;11Hict1erpos contra las proteínas amibianas se prodt1jeron a partir de esas 

proteínas reco111bin:1tllt'S inornladns en conejos ·y se purificaron por cromatografía de 

afinidad (Sec61a: 111ant1scrito en preparnción. STr3: Gwiérrez, 2001). Los anticuerpos 

arHi-PDI (sllt'ro de conejo, Strt•ssGe11) fueron amablemente proporcionados por el 

laboratorio de la Dra. St1sana Lópe2 (IBT/UNAM). 

Para confirmar lé1 especificidad de Jos ;mticuerpos, se reali2aron ensayos de Western Blot 

(WB) como se describe en Materiales y Métodos. Se prepararon Jisados celulares 

(trofo:oítos, céllllas HeLé1, hibridoma) y se cargó el equivalente de 100,000 células en 

geles de poliacrilamida-SDS. En un rnrril paralelo, se cargaron 5'º ng de proteína 

1"L'l·L1111birw111e (6XI lis-DI IFR-Sec61a ó 6XI lis-DI IFR-STf3) como control positivo. Las 

proteí11as se tra11sfiriero11 a una membrana de nitrocelt1losa y para la inrmmodetección se 

tHili::aron amirnerpos anti-Sec61cx, -S1T3 o -POI, segítn cada caso (Fig. 6). También se 

probaron los a11ticuerpos amibi:111os en los lisados de células de mamífero ya que estos 

están dirigidos co11tra tma regi611 muy co11serv;1da de las proteínas; sin embargo, no se 

detectó llll reco11oc:i111ie1110 por p:1rte de los amicuerpos (datos no mostrados). 
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Figura 6. Especificidad de anticuerpos anti marcadores de RE. a) WB con anti-Sec61a. 1: 
Marcadores de Peso Molecular; 2: Proteína recombinante 6XHis-DHFR-Sec61a; 3: Iisado 
amibiano. b) WB con anti S1T3. 1: Marcadores de Peso Molecular; 2: Iisado amibiano; 3: 
Proteína recombinante 6His-DHFR-S1T3. c) WB con anti POI. i: Marcadores de Peso 
Molecular; 2: lisado de He la; 3: Iisado de hibridomas; 4: Iisado de trofo:zoitos. 

En la figura 6a se muestra el \VB con los anticuerpos anti-Sec61a. Se detecta una banda 

única en el lisado amibiano correspondiente a una proteína con peso aproximado de 43 

kDa. Este peso es similar al calculado para la Sec6ia de E. histolytica (42 kDa] (Sánchez

Lópe2 et al., 2000-b). En la misma figura se muestra el reconocimiento a la proteína 

recombinante [30 kDa]. En la figura 6b se muestra el WB con los anticuerpos anti-STr3 y 

también se detecta una banda única de aproximadamente 65 kDa en el lisado amibiano 

que corresponde al peso reportado para esta proteína (Gutiérrez, 2001). La figura 6c es el 

WB con los anticuerpos anti-POI. Se esperaba encontrar una proteína de 58 kDa en los 

lisados de He La e hibridoma como lo reporta el proveedor (StressGen], y así fue. En ese 

mismo ensayo se corrió un lisado amibiano para ver si habría reconocimiento a alguna 

proteína de amiba por parte de los anticuerpos anti-POI no siendo este el caso. Por lo que, 

lamentablemente, no pudimos incluir estos anticuerpos en nuestro estudio de lisados 

amibianos. 
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Dado que los anticuerpos anti-Sec61a y anti-5IT3 reconocían bandas únicas en los lisados 

celulares, se decidió realizar ensayos de Slot Blot en vez de Western Blot para la 

caracterización de las fracciones subcelulares. 

9.3 Condiciones de Fraccionamiento Subcelular 

9.3.1 Centrifugación Diferencial 

Con la idea de identificar los equivalentes f1mcionales del RE en trofo20itos de E. 

/iistolytica, opw111os por la can1cteri:zación de fracciones subcelulares mediante marcadores 

111oleculares y actividades enzimáticas propias de RE. Rutinariamente, la mayoría de .los 

organelos subccl11l;1rcs prow11ie111cs de cél11las de nwmíforo se han aislado por 

centrifugación diferencial y purificado por Lm gradiente de sacarosa (Graham, 1990)'. Con 

este dato estandarizamos un protocolo de fraccionamiento subcelular para E. histolytica 

que incluye el paso de centrifugación diferencial seguida por la purificación en gradientes 

de sacarosa. 

Dma11tc la homoge11i2ación de células de 111amíícro el RER se fragmenta en vesículas 

(microsomas) qt1e sedimentan de numera heterogénea entre velocidades de 30;000 a 

100,000 x g (Spector et al., 1998], mmque w111bién se han reportado velocidades wn bajas 

co1110 100 x g (Shore y Tata, 1977). Los protocolos de fraccionamiento subcelular 

generalmente incluyen Lma centrifugación a baja velocidad para remover los núcleos, 

restos celulares y células no lisé1das (Mornnd y Kent, 1986). Con esto en mente, se 

probaron diferentes velocidades de centrifugación con el fin de obtener estrucwras 

celulares enriquecidas en Sec61a. Primero se trabajó con un esquema de centrifugaciones 

sucesivas a 4 ºC y durante 15 min cada una (Ultracentrífuga Optima TL, Rotor TLA100.2). 

Cada centrifugación generó un pellet y un sobrenadante, siendo éste el que se sometió a la 

centrifugación sucesiva, como se ilustm en lé1 figura 7. 
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Homogeni2ado 

500 x g/ 15 min/ 4 ºC 

+ 
P500 SN500 

30 ooo x g/ 15 min/ 4 ºC 

Figt1ra 7. Primer esquema de 
centrifugación diferencial. Se ,+: 
a nota 11 las velocidades y 
tiempos de centrifugación de P 90 
cada etapa. 

SN 30 
90 ooo xg/ 15 min/ 4ºC 

+ 
SN90 

Se tomó muestra del homogeni2~1do así como de cada pellet y sobrenadante para analizar 

por Slot Blot con el anticuerpo anti-Sec610. (Fig. 8a). De cada fracción se cargó la misma 

cantidad de proteína total (5 µg, máxima capacidad de pegado de proteína a la membrana 

de PYDF) parn determinar el enriquecimiento del marcador revelado por el anticuerpo 

correspondiente. Con ayuda del equipo Scanner (Modelo Epson Perfection 1650) se 

digitali:6 lél seti:il presente en cada carril del Slot Blot y con aiJOyo del programa NJH 

Image 1.62 se calrnló Ja densitometría de la serial (Fig. 8b). La sumatoria de los valores de 

densitometría de P500, P30, P90 y SN90 se designó como el 100% de la señal de Sec610. 

por microgramo de proteína, a partir del cual se determinó el valor porcentual de la señal 

presente en cada µg de proteína por fracción (%). Como se ilustra en Ja Fig Se, el 

porcentaje de cada una de estas fracciones fue grafkado para poder analizar de manera 

cualitativa la distribt1ción de Sec610. en la cél11la. Cada esquema de centrifugación 

diferencial fue probado al menos en tres experimentos independientes y se ilustra un 

experimento representativo. Todos los datos de Slot Blot de fracciones obtenidas por 

centrifügaci6n diferencial presentados en este trabajo a partir de este punto se procesaron 

de manera similar y sólo se ilustrará Ja distribución porcentual obtenida por µg de proteína 
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de cada fracción. Con este primer esquema de centrifugación, al hacer la caracterización 

por Slot Blot con anticuerpos anti-Sec61a, resultaba mayormente enriquecida la fracción 

nuclear (P500, 56%) en comparación con el resto de las fracciones (Fig. Be). 
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Fracción 
Figura 8. Análisis de las fracciones obtenidas por cemrifugación diferencial. a) Slot 
Blot con anticuerpos ami-Sec61 a: 1) Extracto total, 2) Homogeni:zado, 3) P500, 4) 
SN500, 5) P3o, 6) SN30, 7) P90, 8)SN90, 9) Proteína recombinallle 6His-DHFR-Sec61 
(50 ng). b) Valores densitométricos del ensayo por Slot Blot, alineados al carril 
correspondiente. c) Representación gráfica de la distribución porcenlllal obtenida a 
partir de la densitometría, donde 100% es la sumatoria de los valores P500, P3o. P90 y 
SN90 por µ,g de proteína preseme en cada fracción. 

Al ver que P500 era la fracción con mayor contenido de Sec61a./µ,g de proteína y para 

excluir que el valor obtenido no correspondiera sólo a la fracción nuclear sino que ésta 

estuviera contaminada con restos celulares o células no lisadas, se añadió un paso ~ás al 

protocolo inicial. Dicho paso incluyó una purificación de los núcleos a trávés de un 

colchón de sacarosa 1 M, centrifugando a 6,ooo x g, por 12 min, a 4 ºC. Este lavado es el 

que se utili:za comúnmente en el laboratorio para el aislamiento de núcleos de amiba. 

Además se decidió incrementar los tiempos de centrifugación post-nucleares como se 

sugiere en la literatura (Evans, 1992) y como se indica en la figura 9, a fin de obtener 

fracciones con mayor proporción del marcador. Con este esquema logramos determinar la 

señal de Sec61a. por µ,g de proteína nuclear (26 %), mientras que la señal por µ,g de 
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proteínél asociada éll el pellet generado en la centrifugación a 30,000 x g (l~o) corresponde 

al 44%. También se observó una distribt1ción de aproximadamente 20% en el pellet de la 

centrifugación a 90,000 x g (P90, Fig. 10), lo q11e no es inusual ya que esa velocid;id está 

comprendida en el rango de sedimenlélción reportado parn microsomas provenientes de 

células de mamífero (Spector et al., 1998). 

Homogcnizado 

500 .-q¡/ 15 min/ 4 ªC 

P500 

Sacarosa¡M -6oooxg 12 nin/ 4ªC 

SN 6000 

l'igura 9. Segundo esquema de 
centrifugación diferencial. Se 
aumentan los tiempos de 
centrifugación post-nucleares así 
como el paso de purificación de 
mí el e os. 
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Figura 10. Distribución de Sec61a en fracciones obtenidas por 
centrifügación diferencial. Efecto de mayor tiempo de centrifugación sobre 
1~ nÍ~trihi1riñn ni> 1~ ~f'ñ~l np "f'rfl1n f'tl 1~~ nÍÍPri>tll¡>~ frnrrinni>~. 
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Buscando obtener ww fracción con mayor proporción de Sec61a, se decidió probar 

velocidades más altas en las centrifugaciones post-nucleares ya que Ja fracción microsomal 

en células de mamífero sedimenta a velocid;ides variadas entre 30,000 y 100,000 x g 

(Spector et al., 1998). En Jos esquemas subsecuentes de centrifugación diferencial, se 

utili2ó una Aerofuga (Beckman) para centrifugar el sobrenadante post-nuclear (SN500) a 

una presión constante de 14 PSI, que equivale aproximadamente a 'il•ººº x g, durante 30 

min. Se obucvieron un pellet (P14) y un sobrenadan te que se recen tri fugó a 20 PSI [aprox. 

95,000 x g). por 90 min. Los pt>llets (1'14 y 1'20) y el 1íltirno sobrenadante (SN20] se 

analizaron por Slot Blot con los anticuerpos éll1ti-Sec61a. Con este protocolo P14. contenía 

el 51 % de Sec61a mientras que cada una de las fracciones reslélntes contenía menos del 20 

','ó (Fig. 11). 

60 

50 

20 

10 

P500 P20 SN20 . 
Fracción 

Figura 11. Distribución de Sec6ia en fracciones obtenidas por centrifugación 
diferencial. Efecto producido al mmwntar las velocidades de centrifugación 
sobre Ja distribución de la sefü1l de Scc6ia. 
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Se intentó aumentar aún más Ja proporción de la señal en la fracción intermedia o pellete 

de la primera centrifugación post-nuclear subiendo la velocidad de la centrifugación a 15 

PSI (aprox. 70,000 x g). Sin embargo, no se logró el resultado esperndo (datos no 

mostrados). 

Recapiwlando, se probaron cw1tro condiciones de centrifugación diferencial, se 

rnracteriwron las fracciones obtenidas utilizando el anticuerpo anti-Sec61a y mediante 

densitometría se determinó el porcetaje del marcador por µg de proteína presente en cada 

fracción. Se optó por un esquema de centrifug:1ción diferencial en el que inicialmente se 

separan Jos mícleos mediante una centrifugación a 500 x g. Posteriormente se centrifoga 

la fracción post-nuclear a 14 PSI (aprox. "iJ,ooo x g) y una última centrifugación del 

sobrenadente generndo en la centrifugación pre\~a :1 20 PSI. Adicionalmente, la fracción 

m1cle:1r se ce111rifi1ga :1 través de w1 colcli6t1 de s:1carosa 1 M, a 6000 x g para eliminar los 

restos celulares o células no Jisadas (Fig. 12). Es importante mencionar que mientras que 

los valores densitométricos que se detectan en el Slot Blot de 1'14. oscilan entre 5000 y 

7000 pi.\'.cles, los \':llores obsc1vados para 1'2 o y SN2 o son generalmente bajos (entre 200 

y 2000 pi.'l:eles), sin embargo co11sider:1mos importante incluirlos en nuestro análisis pues 

reflejan claramente el patrón de distribución del nwrc:1dor mializado. 

'jOOX!]/ l'j"1ill/ 4ºC 

p 00 

Sacaros.1 1/\\ 

6oooxg/12 in/ .¡.ºC 

SN 6000 

Figura 12. Protocolo final del proceso 
de centrifugación diferencial. Se 
anotan las velocidades y tiempos de 
centrifitgación. 

SN oo 

14 PSI 30 min/ 4°C 

SN14 

20 PSf/90 in/ 4ºC 



9.3.2 Centrifugación en Gradiente 

Con el fin de sttbfraccionar con mejor resolución los diferentes componentes presentes en 

las fracciones obtenidas por centrifugación diferencial, se propone la separación isopícnica 

en gradientes de densidad, tomando ventaja de las diferencias de densidad que existen 

entre las membranas. El medio más utili2ado para los gradientes de densidad es la sacarosa, 

sin embargo, este medio tiene algunas desventajas. La más importante está relacionada 

con la osmolaridad. La mayoría de los gradientes reportados van del 10 al 40% de sacarosa 

(a veces llegan a concentraciones mayores), lo que significa que son hiper-osmóticos. Los 

organelos y vesículas tienden a colapsarse a medida que bajan a través del gradiente. Este 

colapso tiene que ver con la pérdida de agua dentro de las membranas. Como el estado de 

'1idrau1ción de las proteínas y nwmbrmrns es import:rnte para su función, este proceso 

pttede ser dmiino para las fracciones [Graham et al., 1990). No obstante, los gradientes de 

sacarosa sigtten siendo los mas tttili:zados en la literawra, por lo que consideramos 

import:mlL' re:11i:::1r :1lg11nos ensayos con grndie111es de s:1carosa y, dependiendo de los 

resttltados valorar su tttilb1ción. Como alternmiva a la sacarosa, existen otros medios como 

la polisacarosa (Ficoll®), los compuestos iodinados (Nicodem®, Optiprep®, etc) y la sflica 

coloidal (Percoll®). En este trab:úo probamos 2 tipos de gradientes de densidad: Percoll® y 

Sacarosa. 

9.3.2.1 Pcrcoll® 

Desp11és de haber obtenido tm:1 fracción enriquecida en el marcador de Retíettlo 

Endoplásmico (Sec61a) media me 1:1 centrifitgación diferencial, se procedió a la separación 

en gradientes de Percoll®. El Percoll® es 1111:1 s11spensió11 coloidal de partículas de sílica con 

diámetros de 10 a 30 nm dependiendo del grado de hidratación y cuya osmolalidad es 

estabili:::ida con sodio. Estas partículas están cubiertas con polivinilpirrolidona (PVP) para 

proteger a las c~lttlas de la acción tóxica de la sílica coloidal (Pertoft, 2000; Eva ns, 1992; 

Percoll® Methodology and Applications, Pharmacia). La diferencia en capas de 

hidratación genera ttn gradiente de densidad cuando se centrifuga una suspensión de 

Percoll® en presencia de NaCI 0.15 M ó sacarosa 0.25 M. 
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l'ercoll-0.15 J\I NaCI Percoll-o.:>.s M Sacarosa 

Figura 13. Cradientes de Pt>rcoll 111onitoreados con 
marcadores de densidad. (50000 x g. 1 h) 
Percoll-NaCI: (de arriba a ab;tjo) awl, 1.018 g/ml; 
a111arillo, 1.035 g/ml; verde, 1.051 g/ml; rosa, 1.064 
g/ml; azul. 1.074 g/1111; a111arillo, 1.087 g/ml; 
verde, 1.10:>. g/1111; rosa, 1.119 g/1111; 111orado, 1.138 
g/1111. 
Percoll-Sac: (de arriba a abajo) a::ul. 1.042 g/ml; 
a111arillo, 1.056 g/ml; verde, 1.063 g/ml; rosa, 1.078 
g/ml; a::11I, 1.085 g/ml; amarillo, 1.101 g/ml; verde, 
1.112 g/ml; rosa, 1.133 g¡rml; morado, 1.152 g/ml. 

Se ajustó la osmolaridad del Percoll111 con 

NaCI 0.15 M (Percoll-NaCl) ó sacarosa 

0.25 M (Percoll-Sac), como lo indica el 

proveedor (Percol1111 Methodology and 

Applications, Pharmacia). Con las 

suspensiones de Percoll111
• se probaron 

diferentes condiciones de centrifugación 

a fin de obtener una buena resolución de 

los marcadores (perlas) de densidad 

comerciales (Percoll111 Methodolozy and 

Applications, Pharmacia). Se realizaron 

centrifugaciones a 30,000 x g, durante 

30, 60 y 90 minutos sin llegar a observar 

una separación de las perlas de densidad. 

Dado que la centrifugación a 30,000 x g 

no fue exitosa, se llevó a. cabo una 

centrifugación a 50,000. x g durante 60 

minutos y se obtuvo una buena 

separación de los marcadores de 

densidad pero sólo con la solución 

Percoll - NaCl (Fig. 13). Con respecto al 

gradiente de Percoll - Sac, a pesar de centrifugar a 60,000, 70,000y100,000 x g durante 

60 minutos, nunca se obtuvo una separación eficiente de los marcadores (datos no 

mostrados). Dado que la viscosidad del Percoll111 es una función de la fuerza iónica y ésta es 

menor en las soluciones salinas comparadas con el agua, los gradientes auto-formados se 

crean más rápido en NaCI 0.15 M que en la sacarosa iso-osmótica (0.25 M); esta podría ser 

una razón por la que no se vió una separación tan eficiente en el gradiente con Percoll-Sac 

(Pertoft, 2000). 

Una vez estandarizadas las condiciones para el gradiente de Percoll, estas se aplicaron para 

generar gradientes (5 mi) en los cuales separar las muestras provenientes de la 
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centrifugación diferencial. El gradiente se autoformó en las condiciones ya mencionadas y 

se fraccionó a mano, yendo de menor a mayor densidad. Se colectaron 21 fracciones que 

fueron analbadas por Slot Blot con el anticuerpo anti - Sec61 a. Para Ja caracterización de 

las fracciones se utilizó el mismo volumen de cada fracción ya que no fue posible 

rnantificar Ja concentración de proteína, ni por el método de BCA (Pierce), ni por el 

método de Bradford (BioRad). Se encontró que, para los 4 gradientes (P500, P14, P20 y 

SN20), Ja mayoría de Ja seiial estaba concentrada alrededor de Ja fracción lo, la cual 

presenta tma densid<1d aproxinwda de 1.035 g/ml (Fig. 14). 
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La densidad del RE en gradientes de Percoll® para células de mamífero no se ha reportado. 

Sin embargo, en un estudio en células CHO y He La, el RE se distribuyó en fracciones de 

densidades mayores a las fracciones donde se distribuían las actividades enzimáticas del 

aparato de Golgi (Morand et al., 1986). La densidad del aparato de Golgi, de hepatocitos 

de ratón, en gradientes de densidad de Percoll® está reportada entre 1.028y1.057 g/ml de 

Percoll® (Evans, 1992). 

No se pudo ettantificar proteína en las fracciones obtenidas en los gradientes de Percoll®y 

tampoco se contaba con una referencia exacta de la densidad esperada para el RE en este 

tipo de gradientes. Esto nos llevó a analizar la sacarosa como medio para la generación de 

gradientes de densidad por ser el medio más utilizado. 

9.3.2.2 Sacarosa 

Si bien, el 50-60% del marcador Sec61a se enriquece en la fracción P14 se consideró 

importante determinar si las estructurns celulares que contienen Sec61a asociadas a P500, 

P2o y SN20 presentan densidades similares a las enriquecidas en P14. Así, cada una de las 

fracciones fue analizada en parnlelo en ambos gradientes de sacarosa (10-65% p/v en un 

vohm1en final de 5 mi). En este tipo de gradiente se han aislado actividades enzimáti.cas 

propias de RE en arniba (Rocha, 2001; Villagómez-Castro, 2000; Ávila et al., 2002). Para 

estos gradientes se probaron 3 diferentes velocidades de centrifugación (100,000 x g, 

120,000 x g y 200,000 x g dura me 2 h, a 4 ºC) según lo reportado por Rocha (2001). -De 

cada gradiente se colectaron 21 fracciones de aproximadamente 200 µL cada una, las 

rnales se colectaron mediante un fraccionador de gradiente adaptado a un colector de 

fracciones. En cada ocasión se midió la concentración de proteína por el método de BCA 

(Pierre) y la densidad (en función del índice de refracción de las muestras) de las 

fracciones de cada gradiente. Para los casos de 100,000 y 120,000 x g se observó una 

distribución uniforme de la concentración de proteína a lo largo del gradiente, por lo que 

se determinó que no emn las velocid:ides :1denwdas (datos no mostrados). Como se 

1m1estrn en la figtmi 15, en los gradientes centrifugados a 200,000 x g, la concentración de 

proteína élUlllL'lll:l conforme awncnw la densidad de las fracciones obtenidas lo cual 
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concuerda con 1~ reportado (E~ns, 1992). Este aumento en Ja concentración de proteína 

no sucede en las fracciones de Ja nuwstra SN20 (Fig. 15-d). Esto puede deberse ;1 que J;1s 

proteínas contenidas en esta muestra están en su mayoría solubles en vez de asociadas a 

estrucwras membranosas. Se determinó que Ja densidad del gradiente, que aumenta de 

forma lineal, tiene un rango de 1.02 a i.2 g/ml de Sacarosa como se muestra en Ja misma 

figura. Con estos resultados, se decidió centrifugar los gradientes stibsecuentes a 200,000 

x g (Fig. 16), para posteriormente caracterizar las fracciones utilizando el amicuerpo anti

Sec61a. 
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Muestra proveniente de 
Centrifugación Diferencial 

(P500, P14, P2.o, SN20) 

l 
Gradiente de Sacaro!kl (10 - 65 %) 

200,000 X!)/ 2 h/ 4 ºC 
(Ultrncentrífuga Optima TL, rotor TLA100.4.) 

l 
Fraccionar Gradiente 

(Autodensi Flow, Labconco) 

i 
Análisis de Fracciones 

ISlot Blotl 

l'igma 16. Esqtwma de fraccionamiento en gradiente de sacarosa. Las muestras 
provenientes de la centrifugación diferencial se somewn a este proceso con el fin de 
obtener mejor resolución de la distribución del mam1dor. 

La caractemación, utilizando el éltHÍcucrpo anti-Sec61a, de las fracciones obtenidas de Jos 

gradientes centrifugados a 200,000 x g se muestra en Ja figura 17. Esta figura contiene 

gráficas representativas de 9 experimentos independientes. Se utilizó el valor 

densitométrico del homogeni2ado de trofozoítos para normalizar los valores de las 

fracciones y Ja sumatoria de los valores normalizados se tomó como el 100% de la 

distribución del marcador. Antes de hacer un análisis de los resultados del 

fraccionamiento de la muestra P14, es importante recordar que las muestras provenientes 

de las fracciones P500, P2o y SN20 contienen, cada una, menos del 20 % de Sec61a.. Hay 

que enfatizar que los resultados obtenidos a partir de dichas fracciones sólo pueden ser 

anali:'.ados en términos del pmrón de la gráfica de distribución (Figuras 17-a, c y d, 

respectivamente). 
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Ahora bien, respecto al fraccionamiento del marcador molecular Sec61a presente en 1'14, 

éste se detecta a lo largo del gradiente de sacarosa (Fig. 17-b). La señal es claramente mayor 

( > s%) entre las fracciones 8 y 12, con densidades entre 1.07 y 1.13 g/ml con un marcado 

incremento de la señal en la fracción 10 con densidad de 1.1 g/ml. Esta densidad es similar 

a la previamente reportada para RE en amiba, medido por actividades enzimáticas 

(Villagómez-Castro, 2000; Rocha, 2001, Ávila et al., 2002). Es importante mencionar 

que en algunos gradientes con muestra P14 la señal detectada en fracciones conmayor 

densidad es mayor al so/o. 
Algunos gráficos reportados en la literatura respecto a fraccionamiento subcelular de RER 

de células de mamífero sobre gradientes de sacarosa muestran un comportamiento similar, 

donde es posible detectar actividades tipo RER en fracciones con densidades de 1.11 g/ml 

(Shore y Tata, 1977). En el caso pélrticular de trofo20itos de amiba donde no parece haber 

un sistema endomembranoso continuo, los resultados presentados en este trabajo 

rer11erzan la hipótesis postubda en nuestro laboratorio, la mal propone que actividades 

tipo RE y apélrélto de Golgi ¡n1dicra11 estar :isoci:idas a algunas de las múltiples vacuolas y 

vesículas existentes en el trofowito, lo que explica la señal detectada en fracciones del 

gradiente de sacarosa con alta de11sidad. Esta amplia distribución del marcador 

correlaciorw con lo prcvia111c11tc c11co11tr:1do por Roberto Stock y Andrés Saralegui de 

nuestro laborcltorio en tlll estttdio por inrmmo-microscopía confocal (datos no publicados). 

Utili:ando los mismos anticuerpos mlli-Sec61a en innwnocitoqufmicas, se ha observado 

una distribución "punteada" heterogénea del marcador dentro del trofozofto. Resultados 

si 111ilares fueron obtenidos al émalizar la distribución del otro marcador de RE, STT3, 

l'St11diado en nuestro laboratorio (Figura 18-b). L<i figura 18 ilustra de manera 

representativa las imágenes observadas, lwciendo notar que en trofozoitos de a~iba, ni 

Sec61a ni STr3 están asociados él estrncturns celulares perinucleares características de un 

retírnlo endoplásmico e11 una célula eucariote (Fig.18). 
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a) b) 

Figura 18. Proyección ernatorial de máxima intensidad de trofowítos. Los trofowítos 
fueron permeabili:ados con 0.2 % Tri ton x 100. En rojo se mttestran los mícleos teñidos 
con lodmo de Propidio. En verde la locali:zación de a) Sec61a y b) S1T3. Como primer 
amirnerpo se wili:ó el mismo anticuerpo que parn los Slots Blots a una concentración de 5 
µg/ml. Como segundo anticuerpo se utilbó un anticuerpo anti-conejo conjt1gado a Alexa 
488, <1 t1na dilución de 1:1000. Imágenes proporcionadas por Andrés Saralegui. 

94 Caracteri:zación de las fracciones subcelulares con apoyo de actividades 

enzimáticas (DPMS, NAGPT /NAGT) 

Como parte de la caracterización de las fracciones subcelulares, se determinó Ja actividad 
o 

de dos enzimas (Dolicol Fosfato Manosa Sintetasa -DPMS- y N-Acetil Glucosaminil 

Fosfotransferasa/N-Acetil Glucosaminil Transferasa -NAGPT/NAGT-), propias de RE, 

en colaboración con el grupo del Dr. Everardo Lópe2-Romero. En un estudio sistemático, 

el grupo del Dr. López-Romero ha reportado Ja localización de la actividad de estas 

enzimas en fracciones subcelulares con densidades que oscilaron entre 1.10 y 1.16 g/ml 

(Rocha, 2001; Villagómez-Castro, 2000). A partir de estos datos se decidió determinar si 

Jos marcadores de RE, Sec61a y STf3, se enriquecían en las mismas fracciones que las 

actividades enzimáticas de DPMS y NAGPT/NAGT. Siguiendo el protocolo del grupo del 

Dr. López-Romero, las fracciones subcelulares se obtuvieron centrifugando el 

homogenizado de trofozoítos (protocolo modiflcado de Aley y colaboradores, 1980) sobre 

un gradiente continuo de sacarosa 10 - 65 % (p/v) a 220,000 x g durante 4 h. Se 

colectaron y analizaron 31 fracciones. Se encontró que las actividades de DPMS y 

NAGPT /NAGT se localizan en fracciones con densidad 1.12 - 1.15 g/ml, como antes 
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reportado por este grupo. En el experimento ilustrado en la figura 19, se observan dos 

picos de actividad adicionales, contenidos en fracciones de alta densidad. La distribución 

de Ja señal de Sec61a en este gradiente, y en otros experimentos de este tipo, resultó ser 

más amplia [1.11-1.2 g/ml) que la de las actividades de DPMSy NAGPT/NAGT (Fig.19), 

inclusive que Ja ilustrada en Ja figura 17-b. En tanto que resultados preliminares, en Ja 

gráfica se incluye Ja distribución de S1T3 anali2ada en uno de Jos gradientes de sacarosa 

realizados. A reserva de confirmar Ja distribución de este marcador, se plantea Ja 

necesidad de profundizar el estudio de biología celular y bioquímica de estas proteínas, 

marcadores de funciones tipo RE, en trofozoitos de amiba. 
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Una interpretación a la diferencia en la distribución de la señal de Sec61a, entre los 

gradientes de las figuras 17 y 19, se refiere a las condiciones experimentales utili2adas. Es 

decir, el homogenado del experimento ilustrado en Ja figura 19 se obtiene resuspendiendo 

los trofo:zoitos en un buffer tipo PBS e incubación con concanavalina A para facilitar la 

separación de Ja membrana plasmática una vez lisado el trofo:zoito; mientras que el 

homogenado de amibas analizado en Ja figura 17 proviene de células resuspendidas en 

buffer "estabilizado" con sacarosa y selección, por centrifugación diferencial, de aquellas 

estrncwras membrélnales qt1e sedilllenten a -i4 PSI. Quizás Ja sacarosa sea necesaria para 

estabilizar algunas interacciones entre membranas internas y macromoléculas, por 

ejemplo, ribosomas. Tal es el caso de la emima glucosa-6-fosfatasa, propia del R~? cuya 

actividad en microsomas de células de mamífero fraccionados sobre gradientes de sacarosa 

se observa a densidades entre 1.18 y 1.23 g/ml (Evans, 1992). Sin embargo, cuando la 

fracción microsomal post-nuclear de hígado de rata se procesa en presencia de 500 mM 

KCI y 20 mM EDTA y se emplea además un desintegrador Ultra-Turrax, para eliminar la· 

asociación con ribosomas y mitocondrias, las fracciones de gradiente de sacarosa con 

actividad de glucosa-6-fosfatasa se desplazan a densidades menores entre 1.11y1.16 g/ml 

(Shore y Tata, 1977). 

En el caso del trofowito de E. /1istolytica, amitocondriado, hay observaciones importantes 

de remarcar. Por t111 lado, la expresión de marcadores tipo SRP54. y Sec61a sugiere una 

interacción Ít111ciorn1l tipo ribosonw-ll!ell!brana (con f"unción de RE). Por otro lado, 

eswdios de lllÍCroscopía electrónica muestran la organización de polisomas en estrucwras 

helicoidales detectándose en ocasiones asociados a vacuolas (Martínez-Palomo, 1989); Sin 

embargo, no existen datos bioq11íll!icos que confirmen tal asociación o que permitan 

especular respecto a su posible función. Por Jo que no es de excluir que, Ja distribución de 

Sec61a a Jo largo del gradieme de sacarosa, en las condiciones experimentales utilizadas en 

L'StL' trabajo, TL'fleje tlllél posibk, interacción entre distintas membranas que dependiendo 

de la osmolaridad o Ja ftierza iónica del medio se pueden romper o desestabilizar 

gener.mdo 1111;1 g:mw de densidades. 
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Los datos obtenidos en esta tesis, en conjunto con los datos generados por microscopía 

confocal en nuestro laboratorio, nos hacen suponer que los marcadores moleculares tipo 

RE en E. histolytica pudieran estar repartidos en vesículas o vacuolas distribuidas por toda 

la célula, aunque tal vez no en todas las estrucwras membranosas que los contenga, los 

marcadores se encuentren funcionalmente activos. 

Resulta muy tentador pensar que el trofozoito de amiba haya desarrollado un mecanismo 

de síntesis, transporte y secreción de proteínas donde ambas actividarles tipo RE y aparato 

de Golgi se efectúen mediante un proceso similar al modelo de maduración de cisternas de 

Golgi descrito para algas verdes. Una consecuencia de la hipótesis de maduración de 

cisternas es qt1e Ja distribución de las enzimas del Golgi es en forma de gradientes de 

concentración más que de separaciones absolutas. Dado que el empaquetamiento de las 

emimas del Golgi en las vesículas COPI es un proceso estocástico, las moléculas 

individuales de cada enzima no están restringidas a una posición particular dentro de las 

cisternas. Por ejemplo, si una e112inw se concentra en la cisterm1 cis, alguna molécula de 

esta enzima podría estar en las cisternas medial y trans, aunque no necesariamente de 

forma activa [Glick et al., 1997). 

Tomando en cuenta el modelo de maduración de cisternas se puede especular, 

contrariamente a la ruta secretoria típica, que las proteínas del RE (por ejemplo Sec61a) se 

localicen en estructuras membranosas similnres a vesículas de transporte retrógrado, pero 

no necesariamente en forma activa. Resulta interesante saber cuáles de los marcadores se 

distribuyen de manera idéntica a su actividad enzimática. Para contestar esto se podría 

analizar la distribución de las proteínas DPMS y NAGPT/NAGT. Para ello se podrían 

generar anticuerpos específicos contra estas proteínas y con ellos ~mafüar las fracciones 

subcelulares en gradientes de sacarosa. De esta manera se determinaría si Ja distribución 

de la proteína en este tipo de gradientes es similar a la de las actividades enzimáticas 

correspondientes. La imporwncia de renli:zar experimentos de citolocali:zación de laDPMS 

y NAGT en trofowitos es evidente. 

Otra interpretación de l:i distribución de Sec6tu respecto a la :ictividad de las en:zimas 

DPMS y NAGT podría ser basada en la posiblidad de que, si bien son marcadores 
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moleculares de RE rugoso, en amiba Sec61a presente una citolocali:zación mas génerica 

que la de DPMS y NAGT. De acuerdo al mecanismo de síntesis y transporte de proteínas 

a lo largo de la ruta secretoria en células eucariotes típicas, las proteínas deben ser 

translocadas al RE a través del poro formado por el complejo Sec61; la transferencia en 

bloque del oligosacárido a la proteína naciente (etapa inicial de N-glicosilación) sucede a 

la translocación. Si bien es sabido que no todas las proteínas translocadas al RE serán 

substrato para N-g!icosilaciones, es posible que ambas reacciones se realicen en el mismo 

entorno de la membrana del RE (Johnson et al., 1999). La ruta de biosíntesis del dolicol

oligosacárido precursor de la N-glicosilación es un proceso multienzimático donde las 

primeras reacciones se llevan a cabo en la cara citoplasmática del RE rugoso mientras que 

las reacciones terminales se reali2an en la cara luminal del mismo (Burda y Aebi, 1999). 

Para determinar si en los trofozoitos de E. histolytica el marcador molecular tipo RE Sec61a 

está presente en las mismas estructuras membranosas que DPMS y NAGPT/NAGT se 

podrían hacer co-inmunoprecipitaciones con los anticuerpos correspondientes. Asimismo, 

sería interesante inmunopurificar las membranas que contienen Sec61a y preguntarse si 

presentan actividad de DPMS y NAGPT /NAGT. 

Sería importante realizar, en paralelo, experimentos de inmuno-microscopía confocal pues 

nos daría aproximación comparativa de la distribución celular de estas e112imas respecto a 

Sec61a. 

9.5 Comparación de las fracciones subcelulares de amibas provenientes de 

absceso hepático con las fracciones subcelulares de amibas de la línea 

celularHM1 

Actualmente, se está iniciando una línea de investigación en nuestro laboratorio donde se 

utilizan amibas colectadas de absceso hepático de hámster (o sea con patogenicidad 

comprobada). Con estas amibas, una vez axeni2adas, se pretenden evaluar fenotipos no 

presentes en amibas típicas de cultivo ya que el cultivo de amibas in vitro se realiza en 

condiciones nutricionales muy ricas, lo cual podría llevar a que se perdieran, a lo largo de 

generaciones, los fenotipos necesarios para la patogenicidad. 

49 



Datos generados en el laboratorio mediante técnicas de inmunocitoquímica sugieren 

diferencias en el patrón de citolocaliwción de marcadores moleculares entre trofowitos de 

una línea celular (Fig. 18) y Jos provenientes de hámster infectado con E. histolytica 

(Sarnlcgui, datos prcli111i11arcs 110 p11blic;idos). En éstos Líltimos, Ja señal de Sec61a y S-IT3 

parece estar más localb1da en cierws wnas de la célula y no wn heterogéneamente 

distribuido como en el caso de los trofowitos de la línea celular. De esta observación surge 

la pregunta : hay diferencias estructmalcs, bioquímicas y funcionales entre la ruta 

secretoria de los trofo:zoitos de cultivo y Jos aislados de absceso hepático? Se planteó un 

estudio comparativo entre fracciones subcelulares de trofo:zoitos de la línea celular J-IM1 y 

de amibas colectadas a partir de absceso hepático de hámster y axenizadas. Las muestras se 

procesaron de acuerdo a los protocolos de homogenización y fraccionamiento por 

centrifugación diferencial y gradiente de s~1carosa definidos en este trabajo (Figs. 12y16). 

Los resultados obtenidos con ambos tipos celulares son muy similares. P14 contiene 

aproximadamente el 50% de Sec61a, mientras que cada una de las fracciones P500, P20 y 

SN20 representa menos del 20% (Fig. 20). 

P500 P20 SN2 °Fracci6n 

Figura 20. Distribución de Sec61a en los pellets de la centrifugación diferencial. Se 
comparan las fracciones provenientes de amibas de hígado ( •) y amibas de cultivo ( •). 



De igual manera, no se detectan diferencias significativas en la distribución de Ja señal de 

Sec61a en gradientes de sacarosa entre los trofozoitos HM1 y los provenientes de hámster 

infectado (Fig. 21). Si bien, al ser ana!i:?ada por inmunocitoquímica, la señal de los 

marcadores moleculares parece estar mas locali2ada en los trofowitos colectados de 

absceso hepático qtte en las amibas cultivadas de rntina en el laboratorio no se detecta una 

diferencia a nivel de fraccionamiento s11bccl11lar. Es decir, Sec61a pudiera estar contenido 

en estn1rnm1s cel11lares de densidad simil;1r en ambos tipos de trofowitos pero q11e a nivel 

Ct'hdar. stt distrib11ció11 se;1 difl•n•11tl'. 
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9.6 Comparación entre el fraccionamiento subcelular de células Hela y 

trofo:zoitos de E. histolytíca (línea celular HM1) 

Teniendo en mema las peculiaridétdes celulares, estructurales y bioquímicas de Entamoeba 

histolytica no es de sorprender que no se haya obtenido un patrón de fraccionamiento de 

Sec61a similar étl y.1 bien G1rncteriwdo fraccionamiento de microsomas de células de 

mamífero. No obswnte, y en el ánimo de validar las condiciones experimentales definidas 

en este trabajo, se reali2aron algunos fraccionamientos subcelulares, tanto de células Hel..a 

col!lo de trofowitos de l:i línen celular HM1, siguiendo tanto los protocolos estandari2ados 

en este trabétjo (Figs. 12 y i6) co1110 el esquema de fraccionamiento de células Hel..a 

reportado en la literatura (Nilsson et al., 1994). Dado que los anticuerpos anti-Sec6ia de 

amiba no reconocen la proteína correspondiente en células HeLa, se utiliwron 

anticuerpos anti-POI (StressGen). La Protein Disulfuro Isomerasa o POI es un marcador 

molecular del lumen de RE. 

Utili:ando las condiciones de frnccionnllliento por centrifugación diferencial establecidas 

en este trabétjo, se enco111ró q11e, al ig11al q11e en la 11111estra de trofowitos, en la fracción 

P14 (14 PSI o -57,000 x ~¡) de célubs He La se localiié1 el 56% de la señal del marcador de 

RE POI. l!lientras q11e e11 el resto de las fracciones, el nwrrndor se distribuye en menos del 

20% de POI en cada fracción (Fig. 22). La distribución de POI lograda con este esquema 

concuerda con los reportes en la liwrawra, donde se sugiere que para sedimentar 

111icroson1as. se debt• centrifugar a velocidades entre 30,000 y ioo,ooo x g (Evans, 1992). 
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Figura 2.2.. Distribución de marcadores molernlares en fracciones obtenidas 
por centrifugación diferencial. (•) Distribución de Sec61a en homogeni2ado 
de troíozoitos. f•l Distribución de PDJ en homogeni:zado de células He La. 

Siguiendo el protocolo descrito en este trab:tio (Fig. i6). 1:1s fracciones de la centrifugación 

diferencial se cargaron sobre grndientcs de sac:1rosa (10-65 %). En las muestras 

proveniemes de P500, 1'20 y SN20, de las células Hel.a, POI se distribuye de manera 

similar a Sec61a en las fracciones del P500, P20 y SN20 de los trofo:zoitos (datos no 

mostrados). Esto podrí:1 deberse a la y:1 de por sí poca señal del marcador en estas 

fracciones (menos del 20% cada una). Sin embargo, la distribución de los marcadores en el 

P14 fite diferente. POI se locali:?a preferentemente en las fracciones con mayor densidad 

del gradiente (1.16 a 1.2 g/ml) comparado con la distribución de Sec61a que en fracciones 

de amiba tiende a enriquecerse más hacia la :zona media del gradiente, es decir, entre 1.10 

y i.15 g/ml (Fig. 23). 
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Figura 23. Distribt1ción de marcadores moleculares a partir de Pl4, en fracciones 
obtenidas en gradiente de sacarosa. (•]Distribución de Sec61 a, utiliiando trofozoitos, 
en el gradiente de sacarosa. (•]Distribt1ció11 de PDI, utiliwndo células !-!el.a, en el 
gradie11te de sacarosa. Se grafica también la densidad para cada gradiente (o-trofozoitos; 
o - células l-IeLa]. 

No existen reportes en !;1 literatura acerca de la distribución de POI en gradientes de 

sacarosa, sin embargo se sabe bien la distribución de otros marcadores de RE en este tipo 

de gradientes. tv\ediante la acth~dad de la NADH-citocromo C reductasa, se ha reportado 

que el RE de células HeLa se distribuye en fracciones de alta densidad en gradientes de 

sacarosa del 20-6'fl'o (valores no reportados, Róttger et al., 1998). Los datos, para células 

HeLa, obtenidos con el protocolo de fraccionamiento subcelular estandarizado en este 

proyecto correlacionan con lo reportado p<1ra el RE de estas células. 
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De la misma manera en qt1e se comprobó si el protocolo de fraccionamiento de este 

proyecto fimciom1ba con célt1las de mamíícro, se probó un protocolo de fraccionamiento 

reportado parn célt1las HeLa pero t1tiliwndo trofozoitos de E. histolytica. Se utilizó una 

modificación del método reportado por Nilsson y colaboradores (1994) en el que se 

lavaron las célt1las dos veces con TEA-KCL, pH 74(Trietanolamina10 mM, KCI 150 mM) 

centrifugando a 500 x g, durante 10 mint1tos, a 4 ºC. Después se lavaron con KEHM, pH 

74 (KC] 50 mM, EGTA 10 mtvl, HEPES )O mM, MgCl2 1.92 mM) centrifugando a 500 x 

g, 10 mint1tos a 4ºC. Las células HeLa se homogeni2aron con 20 golpes del 

homogenizador Potter-Elvehjem en KEHM con inhibidores de proteasas (C0mplete, 

Roche) mientras que 10 golpes del pistilo del homogeni2ador Potter-Elvehjem fueron 

rnficientes para homogenizar trofozoitos en el mismo buffer KHEM adicionado con 

inhibidores de proteasas (E64 os mM y PMSF 5 mM). Se produjo un sobrenadante post

miclear centrifugando a 1,800 x g, durante 5 minutos, a 4 ºC. El sobrenadante ( 0.5 mi) se 

cargó sobre 2 mi de tlll gradiente continuo de sacarosa de 20-65% (Ultracentrífuga 

Optima TL, rotor TLS 55, 20000 rpm/2 hr) del que se colectaron 12 fracciones de 

aproximadamente 200 µl. Las fracciones se caracterizaron con Jos anticuerpos anti-POI 

(HeLél) o anti·Sec6ia (amiba). 

Bajo estas condiciones experintentales, la distribt1ción del marcador de RE, POI; en las 

fracciones provenientes de células He La fue muy diferente a la distribución de Sec61cx 

encontrada en la muestra de amiba. POI se distribuyó de la manera en que se reportó la 

distribución del RE de las células HeLél. Es decir, hubo una mayor distribución de este 

marcador en las fracciones con mayor densidad del gradiente (Róttger et al.; 1998 -:-ValOres 

de densidad no definidos en el citado trabajo). Contrariamente, la distribución de Sec61cx 

file uniforme a Jo largo del gradiente (Fig. 24) ya que no se detecta un pico definido. 
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Figura 24. Distribt1ción de marcadores moleculares en fr:1cciones obtenidas en gradiente 
de sacarosa. [•)oistribt1ción de Sec61a, utili2ando troíozoitos, en el gradiente de 
sacarosa. [•)Distribt1ció11 de POI, t1tilbmdo célt1las Hel.a, en el gradiente de sacarosa. Se 
grafica también la densidad para cada gradiente (o-trofozoitos; o - células He La). 

Lél distribución t111iforn1L' de Sec61a en este gradiente podría deberse a las condiciones de 

homogeni:ación o a la natt1rale2a de las estructuras celulares amibianas con función tipo 

RE. /\pesar de q11e se verificó la preserv~1ció11 de los núcleos, por microscopía después de 

la homogeni:ación, podría ser q11e el buffer de homogenización no sea el indicado para 

preservar las estrucwras s11bcel11lares de la amiba. Se sabe que la presencia de TEA lo mM 

en el medio hace q11e las cél11las de mamífero sean lo suficientemente frágiles para ser 

homogeni:adas con facilidad en homogenizadores tipo Dounce o Potter-Elvehjem (Evans, 

1992). Podría ser que la presencia de TEA en el buffer de lavado resulte agresiva para la 

estabilidad de las estmcwras membranosas internas del trofozoito y que, sin embargo, sea 

s11ficiente para preservar las de las células He La. 



10. Conclusiones 

Se prolmron 4 soluciones con diferentes concentraciones de sacarosa y 2 soluciones 

con diferentes concentraciones de PBS. El buffer de homogeni2ación que se escogió 

fue el que tenín rttw concentración de sacarosa 200 mM, EDTA l mM y NaHC03 10 

m1\ \;es ligeramente hipo-osmótico y con sólo io golpes del homogeni2ador se obtiene 

aproxinléld;1mente 90% de amibas lisadas y el 90% de núcleos inwctos. 

Se probaron cuatro condiciones de centrifugación diferencial. Se caracterizaron las 

fracciones obtenidas utilb111do el anticuerpo :mti-Sec61a y mediante densitometrí:i se 

determinó el L'nriquecimiP11to t•n el marcador. Se optó por un esquema de 

ce11trifügación diferencial qt1e incluye una ccmriíugación a 500 x g por 15 minutos, 

una a 14 PSI por 30 minutos y otra a 20 PSI por 90 minutos, con una centrifugación del 

pellet nuclear a través de llll colchón de sacarosa 1M, a 6000 x g. 

• Se estandari::aron l;1s condiciones pé1ra los gradientes de Percoll® (50,000 x g por 60 

minutos) donde se l'nriquecieron fracciones (7 - 12) en el marcador Sec61a. Sin 

embargo, mmca se logró ctwntillcar proteínél y wmpoco se contó con una referencia 

exacta de la densidad esperad;1 para el RE en gradientes de esta suspensión, por lo que 

se decidió no utilizar en lo subsewente este tipo de gradientes. 

• En gradientes continuos de Sacarosa (io - 65 %) se observó que Sec61a se enriquece a 

partir de la fracción 10, la cual corresponde a una densidad de i.1 g/ml. 

• La distribución de Sec61 a en las fracciones subcelulares de amibas provenientes de 

absceso hepático es similar a la distribución del marcador en las fracciones subcelulares 

de amibas provenientes de Cllltivo axénico. 



• Se encontró qt1e las actividades de DPMS y NAGPT/NAGTse localiian en fracciones 

con densidad 1.12 - 1.15 g/ml y qt1e la distribución de Sec61a y STT3 es más amplia 

(1.11 -1.2 g/ml) que la de las actividades enzimáticas. 

11. Pers11ectivas 

Ge11er:1r :111ti~-11erpos c;rm:r l:is e112in~ls Di}~\s ); NAGPT /NAGT y determinar si la 

localización de la enzima es idéntica H la locali:mción de la actividad. 

Reéilb1r i111111111oprecipirncio11es co11 los ahtic11erpos Sec61a y STí3 y determinar si las 

cn:irmts DPJ\ \S y NAGPT /NAGTse e11c11e111r:in en lns mismas fr;1cciones. 

Analbir las foicciones st1bcel11l:ires por microscopía electrónica y técnÍCélS de inmuno

oro p:ir:i Vt'r L'l tipo dt• L'Stntctllr:is L'tl las q11e St' locali~':llt los marcadores. 
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