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GLOSARIO 

Ab: Anticuerpo. 

Abs: Absorbancia. 

Ac-DEVD-CHO: N-acetil-Asp-Glu-Val-Asp aldehido. 

ADN: Ácido desoxirribonucleico. 

AgNO3: Nitrato de Plata. 

APG: Agarosa proteína-G. 

APS: Persulfato de amonio. 

ATCC: Colección Americana de Cultivos Celulares. 

BCA: Ácido bicinconínico. 

BSA: Albúmina sérica bovina. 

CRD: Dominio de reconocimiento de carbohidrato. 

DMEM: Medio Eagle modificado por Dulbecco. 

EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético. 

EGTA: Ácido etilenglicol-bis(2-aminoetiléter)-N,N,N',N'-tetracético. 

Gal: Galactosa. 

GalNAc: N-acetilgalactosamina. 

GPI: Glicosilfosfatidilinositol. 

HGF: Factor de crecimiento de hepatocitos. 

HRP: Peroxidasa de rábano. 
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IA: Iodoacetamida. 

IgA: Inmunoglobulina tipo A. 

IgG: Inmunoglobulina tipo G. 

IL-2: Interleucina-2. 

INF-γ: Interferón- γ. 

IP C: Muestra inmunoprecipitada con anticuerpo anti-c-Met. 

IP L: Muestra inmunoprecipitada con anticuerpo anti-Lectina. 

Ipp.: Anticuerpo inmunoprecipitante 

kDa: Kilodalton 

M: Molar. 

mM: Milimolar. 

MPM: Marcadores de peso molecular. 

nm: Nanómetro. 

PAO: Óxido de fenilarsina. 

PBS: Buffer salino de fosfatos. 

PBS-A: Buffer de fosfatos amebiano. 

PFA: Paraformaldehido. 

pI: Punto isoeléctrico. 

PIP2: Fosfatidilinositol bifosfato. 

PM: Peso molecular 
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PRR's: Receptores de reconocimiento de patrones. 

PTP: Proteína tirosina fosfatasa. 

PVDF: Polifluoruro de vinilideno 

Rpm: Revoluciones por minuto. 

SAPLIPs: Proteínas de tipo saposina. 

SDS: Dodecil sulfato de sodio 

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida y dodecil sulfato de sodio. 

TBS: Tris buffer salino. 

TBS-T20: Tris buffer salino con tween 20. 

TEMED: N,N,N,N-Tetrametiletilendiamina. 

TNF-α: Factor de necrosis tumoral α. 

Tris: Tris-hidroximetil-aminometano. 

TYI-S-33: Tripticaseína, levadura, hierro y suero, ensayo 33. 

μL: Microlitro. 
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PRÓLOGO 

 

Entamoeba histolytica es el parásito protozoario responsable de la amebiasis 

en humanos y otros mamíferos (primates, cánidos, felinos, porcinos, roedores, 

bovinos).. El ciclo de vida del parásito es simple, está constituido por el quiste 

infeccioso y el trofozoito invasivo. Esta infección ocurre cuando el quiste es 

ingerido en agua o comida contaminada. Las dos principales entidades clínicas 

derivadas de la infección con E. histolytica: la colitis amebiana y el absceso 

hepático, son responsables de al menos 100,000 muertes a nivel mundial cada 

año, siendo países subdesarrollados los más afectados. La infección puede 

desencadenar afecciones graves como la disentería e incluso la amibiasis 

extraintestinal, llegando a formar en ocasiones absceso hepático. Aunque el 

tratamiento de la amibiasis invasiva con antibióticos y antiparasitarios como 

metronidazol es efectivo, se tiene la desventaja de la presencia de efectos 

secundarios tóxicos no deseados, así como la necesidad del uso de 

medicamentos adicionales en un 50% de los pacientes. 

  

La patogenicidad del parásito parece ser el resultado su potente actividad 

citotóxica, la cual permite al parásito matar a las células del hospedero en minutos 

de manera contacto-dependiente. El mecanismo exacto se desconoce 

actualmente, aunque se sabe con certeza que las interacciones entre proteína y 

carbohidrato son imprescindibles en este proceso, donde una lectina de la 

superficie de los trofozoitos se une a galactosa (Gal) y N-Acetilgalactosamida 

(GalNAc) en la superficie de las células del hospedero. Esta lectina está 

constituida por un heterodímero con un peso molecular de 260 kDa formado por 

una subunidad pesada de 170 kDa y una ligera de 35/31 kDa, siendo el dominio 

extracelular de la subunidad pesada, el que contiene el dominio de reconocimiento 

de carbohidrato (CRD, por sus siglas en inglés). La función precisa de las 
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subunidades ligera e intermedia en la adherencia y en la citotoxicidad aún se 

desconoce con exactitud. 

  

El análisis de la secuencia del CRD de la lectina amebiana Gal/GalNAc 

reveló que ésta es similar a la secuencia del factor de crecimiento de hepatocitos 

(HGF), justamente en la región de este último que se une al receptor c-Met. 

Posteriormente, se demostró que el péptido recombinante del CRD de la lectina 

amebiana compite con el HGF por la unión al receptor c-Met, y que esto no se 

debe a la actividad de unión de carbohidrato del CRD. 

  

Esta información, sumada al hecho de que la lectina amebiana parece 

funcionar en la adherencia, pero también en la citotoxicidad debido a 

características intrínsecas de su estructura molecular, me ha llevado a proponer 

que la lectina se une a un ligando más específico, tal como el receptor c-Met 

expresado en la superficie de solamente algunos tipo de células, como por 

ejemplo, hepatocitos (lo cual podría tener relación con el tropismo del parásito por 

el hígado), resultando en la activación de alguna vía de señalización al interior de 

la célula o bien bloqueando el único receptor para el HGF.  

 

En esta tesis, se llevó a cabo un análisis de la unión entre la lectina y el 

receptor c-Met mediante inmunoprecipitación y ensayos in vitro provenientes de  

cocultivos entre trofozoitos de Entamoeba histolytica y células HepG2.  
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AMEBIASIS, ENTAMOEBA HISTOLYTICA Y 

LA LECTINA GAL/GALNAC 

 

La amebiasis en humanos, es una enfermedad generada por el protozoario 

Entamoeba histolytica y responsable de 100,000 muertes al año a nivel mundial 

debido a su progresión intraintestinal o extraintestinal, haciendo esta la segunda 

causa de muerte debido a un parásito después de Plasmodium [1]. Se estima que 

es responsable de la infección de aproximadamente 500 millones de personas o al 

menos el 10% de la población mundial [2]. En México durante el 2016 se 

registraron 220, 205 casos de amebiasis intestinal a nivel nacional, 

constituyéndose como la 15va. causa de enfermedad a nivel nacional [3]*, esta 

cifra no ha variado mucho a lo largo del tiempo por lo que es de suma importancia 

en la salud poblacional. 

Por otra parte, aunque el tratamiento de la amebiasis invasiva con 

metronidazol es bastante efectivo, éste tiene la desventaja de los efectos 

colaterales, así como la necesidad del uso de medicamentos adicionales para 

curar la infección en un 40-60% de los pacientes. Además, si bien la resistencia al 

metronidazol no ha sido referida, se han obtenido in vitro clonas amebianas 

resistentes al mismo; de ahí la preocupación del surgimiento de la resistencia a 

dicho medicamento; además, la morbilidad y mortalidad causadas por la amibiasis 

indican que la terapia disponible es insuficiente [4]. La transmisión de este parásito 

es por medio de comida y agua contaminadas, haciendo que la incidencia sea 

mayor en zonas con deficiencias en sanidad [1], como los son países en vías en 

desarrollo debido a los hábitos de higiene personal. así como el incorrecto manejo 

de los alimentos.  

                                            
*
 Anexo 1. Se muestran las estadísticas de las 20 principales causas de enfermedad a nivel 
nacional reportadas en 2016 por grupos de edad. 



 
 

14 
 

El ciclo de vida de E. histolytica empieza con la forma de quiste infeccioso 

(tetranucleado) adquirido vía oral por contaminación fecal presente en agua y 

comida, en el intestino se desenquista para convertirse en un total de ocho 

trofozoitos (mononucleados), esta última forma es móvil e invasiva ya que se 

adhiere a la mucosa y al epitelio intestinal mediante la lectina de superficie 

Gal/GalNAc al unirse a carbohidratos de superficie en las células del hospedero 

[5]. El trofozoito genera enfermedades invasivas, con mayor o menor daño en el 

tejido, como: absceso hepático y enfermedades metastásicas (Figura 1). 

 

Figura 1. Esquema del ciclo de vida de Entamoeba histolytica en el humano. (Modificada de Center for 
Disease, Control and Prevention) 
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Dicho daño se atribuye a la potente actividad citotóxica del parásito, y es 

por dicha razón que Schaudinn le nombró "histolytica" en 1903 [6]. La actividad 

citotóxica de E. histolytica es muy potente contra una gran variedad de tipos 

celulares en mamíferos, incluyendo neutrófilos, linfocitos-T y macrófagos, así 

como diversas líneas celulares. Sin embargo, el mecanismo por el cual el parásito 

lograr la muerte celular en el hospedero sigue sin conocerse con exactitud [1]. Se 

han realizado numerosos estudios, identificando diversos mecanismos así como 

algunas moléculas involucradas en la muerte celular; no obstante, la vía precisa 

no se conoce aún. En 2011, Ralston y Petri [1] establecieron un modelo que 

explicaba la citotoxicidad de la ameba sobre la célula hospedera; basados en los 

avances de la investigación; en este se distinguen varios sucesos: 1) la ameba se 

adhiere a la célula blanco vía su lectina Gal/GalNAc, 2) la ameba induce un influjo 

de calcio al interior de la célula, así como la activación de fosfatasas con la 

consecuente desfosforilación de tirosinas y la activación de la apoptosis (mediante 

la acción de la caspasa-3) y, 3) la fagocitosis de la célula apoptótica (Figura 2). A 

continuación se describe el mecanismo CITOTÓXICO. 

 

Figura 2. Diagrama esquematizado del mecanismo citotóxico de la célula blanco por 
E histolytica. (Modificada de Ralston K.S. et al., 2011) 

o Mecanismo citotóxico 

1) Adherencia  

La lectina de superficie Gal/GalNAc tiene la función de unirse a los 

dominios de carbohidratos (Gal y/o GalNAc) presentes en las células del 
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hospedero.  Se ha demostrado la unión a una variedad de sustratos incluyendo 

glicoproteínas de mucina de colon, neutrófilos, eritrocitos, algunas bacterias y 

diversas líneas celulares provenientes de mamíferos [5].  

2) Inducción de muerte celular 

o Flujo de calcio 

Varios inhibidores y agentes quelantes de calcio logran inhibir la 

citotoxicidad amebiana, por lo que se piensa el flujo de calcio contribuye a la 

muerte celular. Esto fue demostrado por primera vez cuando se bloqueó el canal 

de Na+/Ca2+ con verapamilo y bepridil, teniendo como consecuencia el bloqueo de 

la actividad citotóxica, por el contrario el bloqueador tetrodotoxin del canal de Na+ 

no tuvo el efecto antes mencionado [7]. Por otra parte, los agentes quelantes 

extracelulares como el EGTA y el etilen-glicol, también inhiben la citotoxicidad [8]. 

Esto quiere decir que el flujo de calcio extracelular al interior de la célula es crítico 

para generar daño. Por otro lado, se ha demostrado que el flujo de calcio al interior 

del parásito también es necesario al haber sido previamente tratado con 

bloqueadores de los canales de calcio y evitar la citotoxicidad de este [7].   

o Desfosforilación 

El parásito E. histolytica, tiene la capacidad de alterar la fosforilación de las 

tirosinas. Después de entrar en contacto el parásito con la célula blanco, se ha 

podido detectar un decremento en las fosfotirosinas [9]. El pretratamiento de 

células blanco con PAO (óxido de fenilarsina, por sus siglas en inglés) un inhibidor 

permeable de proteína tirosina fosfatasa (PTP, por sus siglas en inglés), bloqueó 

la desfosforilación de tirosina inducida por E. histolytica. Sin embargo, al ser 

tratado el parásito con PAO, no se inhibe la desfosforilación de la célula blanco. 

Cabe mencionar, que el pretratamiento de las células blanco con dicho inhibidor, 

se previene la muerte celular; esto quiere decir que la desfosforilación contribuye a 

la muerte provocada por la interacción con E. histolytica [9]. 
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o Activación de caspasa-3. 

Después del aumento en el flujo de calcio al interior de la célula, así como 

la desfosforilación, se produce la muerte celular. Para conocer este mecanismo se 

han realizado diversos estudios, los cuales indican de manera tanto in vitro como 

in vivo, que es mediante la activación del mecanismo apoptótico dependiente de la 

caspasa-3 al entrar en contacto con E. histolytica. A células Jurkat se les añadió 

Ac-DEVD-CHO (N-acetil-Asp-Glu-Val-Asp aldehido) un inhibidor de caspasa 3, 

previniendo así el efecto citotóxico del parásito [10]. Por otro lado, de manera 

genética y farmacológica, se inhibieron las caspasas 8 ó 9 sin producir un cambio 

en la citotoxicidad del parásito, por lo que se deduce que la apoptosis no depende 

de estás vías de señalización [10]. 

Asimismo, en modelos animales, estudios de la formación de abscesos 

hepáticos han demostrado que existe una degradación del ADN [11]. Esta vía de 

apoptosis no es dependiente de los receptores Fas y TNF-α (factor de necrosis 

tumoral α), dado que la degradación del ADN sigue presente aún en ratones con 

falta de dichos receptores [11]. Inhibidores de caspasas de amplio espectro 

reducen considerablemente la formación de abscesos hepáticos en ratones SCID 

[12]; además,  ratones silenciados de caspasa-3 presentan una mayor resistencia 

a la amibiasis intestinal que los ratones silvestres [13]. Esta información en 

conjunto, hace notar que no se activa la respuesta inmunológica por parte del 

hospedero y podría explicar el por qué se presenta una débil respuesta 

inflamatoria en la amibiasis invasiva a pesar de haber una destrucción de tejido 

muy extensa. Finalmente, es un completo misterio el hecho de provocar apoptosis 

en cuestión de minutos dado que normalmente es un proceso que tarda horas y 

también es posible que E. histolytica sea capaz de activar una vía apoptótica no 

clásica [1]. 
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3) Fagocitosis de la célula apoptótica 

 La célula muerta por apoptosis es fagocitada por la amiba; de hecho, 

estudios realizados coincubadas células Jurkat con amibas demostraron que la 

amiba fagocita mayormente a aquellas células que muestran fosfatidilserina en la 

cara externa de su membrana plasmática (Huston et al, 2003). 

 

El mecanismo recién descrito constituyó el modelo de acción de la ameba 

durante varios años. Sin embargo, Ralston et al. (2014) demostraron que 

Entamoeba histolytica lleva a cabo el proceso de TROGOCITOCIS, (de la palabra 

griega “trogo”, mordisquear) éste es un proceso que ha sido descrito en la 

activación de los linfocitos para iniciar una respuesta inmune específica a un 

determinado antígeno [14], [15]. Ralston et al. demostraron que la ameba ingiere 

“bocados” o pedazos de la célula hospedera, y que este “mordisqueo” ocurre 

repetidas veces hasta terminar en muerte celular; una vez muerta la célula 

hospedera, la ameba se separa. Este mecanismo también es gradual y se 

distinguen tres eventos, como se muestra en la Figura 3: 

 

 

Figura 3. Diagrama esquematizado del proceso de trogocitosis de la célula blanco por 
E histolytica. (Modificada de Ralston K. S. et al., 2014). 

 



 
 

19 
 

o Trogocitosis 

1) Adherencia 

 El proceso de adherencia en este último mecanismo mencionado, se lleva a 

cabo de igual manera que como se describió en un inicio, por lo que a 

continuación sólo se mencionan las diferencias entre trogocitosis y apoptosis. 

2) Trogocitosis amebiana 

Después de la adherencia, los trofozoitos de E. histolytica ingieren 

"pedazos" de las célula blanco [16]. Es un proceso rápido que sucede en un 

minuto después de haberse adherido a la superficie celular del huésped. Al 

realizar experimentos entre amebas y células Jurkat, se observó que los 

trofozoitos al ser incubados con este tipo de células, tanto muertas como vivas, 

sólo las células vivas fueron afectadas por trogocitosis, mientras que las muertas 

fueron ingeridas en su totalidad. Debido a este fenómeno observado, se sugiere 

que las características de la superficie de células previamente muertas son 

diferentes y es así cómo el parásito determina el tipo de ingesta a realizar [16]. 

Además, al ser un proceso rápido, depende de ciertas condiciones como 

temperatura fisiológica, rearreglos de la actina amebiana, la expresión y 

señalización de la lectina Gal/GalNAc, de EhC2PK (dominio C2 de proteína cinasa 

de E. histolytica, por sus siglas en inglés) y de PI3K (fosfatidilinositol 3-cinasa, por 

sus siglas en inglés) y de haber interferencia con cualquiera de estas proteínas, se 

ve disminuida la trogocitosis y por tanto la muerte celular [16].  

Interesantemente Ralston et al. encontraron que las amebas que 

previamente habían trogocitado eran “cebadas” adquiriendo una mayor actividad 

de trogocitosis. Por otra parte, el mismo grupo demostró que el proceso  se lleva a 

cabo en distintos tipos celulares, incluyendo enterocitos, linfocitos, células de 

tejido intestinal y eritrocitos; a pesar de que estos tipos celulares presentan 
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diferentes constituyentes en su superficie, pareciera que una interacción ubicua es 

la que ocurre en las superficies celulares durante el proceso de trogocitosis [17]. 

3) Muerte celular y disociación 

 Después de la ingesta de pedazos de la célula blanco, el trofozoito se 

separa y eventualmente la célula muere [16]. 

 

En 2015, Begum, del grupo Chadee [18], tratando de unificar los conceptos 

acerca del mecanismo por el cual la amiba daña a la célula hospedera, propuso un 

modelo en el que se conjuntan los dos modelos que acabamos de describir, y otro 

más, FAGOCITOCIS, que pudiera dar cuenta de la ingesta de eritrocitos. Estos, 

se esquematizan en la Figura 4. Los procesos descritos: a) inducción de apoptosis 

(por un mecanismo a la fecha desconocido pero que se cree involucra la 

participación de la lectina Gal/GalNAc), b) el proceso de trogocitosis y el de c) 

fagocitosis de la célula en la que se indujo previamente apoptosis. 
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Figura 4. (A) El contacto celular entre E. histolytica y la célula hospedera es mediado por la lectina 

Gal/GalNAc y receptores de Gal y GalNAc en la superficie de la célula hospedera. Otras proteínas amebianas 
están involucradas en la adherencia del parásito, como las proteínas de serina, treonina e isoleucina 
transmembranales (STIRP, por sus siglas en inglés) y TMKb1-9, miembro de la familia de cinasas 
transmembranales. Después de suceder este contacto, tres eventos pueden tener lugar: (B) Trogocitosis 
amebiana, (C) muerte celular apoptótica y (D) fagocitosis. En (B) células grandes son dañadas mediante la 
trogocitosis amebiana. Este proceso, requiere la traducción de señales de PI3K y C2PK para la polimerización 
de actina. (C) Células hospederas que ya fueron inducidas a la muerte apoptótica, expresan fosfatidilserina y 

la proteína del complemento C1q que inducen la opsonización por parte de la ameba, involucrando al receptor 
de calreticulina amebiano. Finalmente, en (D) tanto las células apoptóticas y pequeñas células, experimentan 
el proceso de fagocitosis. La vía de señalización para la fagocitosis también es mediada por PI3K y EhC2PK, 
provocando también la polimerización de actina. (Modificado de Begum S. et al., 2015) 

 

o Fagocitosis 

1) Adherencia 

A pesar de saber que la adherencia se lleva a cabo por medio de la lectina 

Gal/GalNAc, se ha visto que E. histolytica para realizar la fagocitosis en células 
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previamente muertas, no necesita la actividad de la lectina, dado que al bloquear 

el CRD con exceso de galactosa no se previene este proceso [19]. Esto sugiere 

que células muertas o en vías de muerte celular, exponen en la superficie celular 

otro tipo de ligandos y el parásito recluta otro tipo de receptores además de la 

lectina Gal/GalNAc. 

2) Fagocitosis 

Este mecanismo de acción es una manera para eliminar a las células 

previamente muertas sin provocar una respuesta inflamatoria debido a las 

moléculas remanentes que provoca la muerte celular [20], [21]. Células 

apoptóticas son fagocitadas por el reconocimiento de fosfatidilserina en la 

superficie celular, esto se demostró al observar que células Jurkat al pasar por un 

proceso apoptótico exponían esta molécula en la superficie. Asimismo, células 

Jurkat sanas, las cuales no son propensas a ser fagocitadas, fueron modificadas 

para contar con fosfatidilserina en superficie, esto provocó que se activara el 

proceso de fagocitosis mediado por la ameba [22]. Por otra parte, ha sido 

demostrado que en la superficie amebiana hay moléculas, como la PATMK [23] 

que reconocen ligandos presentes en células del hospedero que han muerto por 

un mecanismo distinto al de apoptosis. 

 

Por otro lado, este parásito cuenta con otros efectores citotóxicos además 

de la lectina Gal/GalNAc, dichos efectores son: ameboporos (A, B y C) [24], 

diversas SAPLIPs (proteínas de tipo saposina por sus siglas en inglés) [25]–[27], 

alrededor de 50 proteasas de cisteína [28]–[32], la peroxidasa dependiente de tiol 

(proteína de superficie asociada a una lectina) [33], proteínas no asociadas a 

lectina, como: la familia de EhSTIRPs [34], EhTMKB1-9 [35], y KERP1 [36], [37], 

así también, cuenta con vesículas intracelulares ácidas con un importante papel 

en la citotoxicidad [38]. 
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Lectina Gal/GalNAc 

 

En 1986, Radvin y colaboradores [39], obtuvieron, mediante el uso de 

hibridomas,  anticuerpos monoclonales contra Entamoeba histolytica, uno de estos 

anticuerpos fue utilizado para poder purificar la lectina amebiana Gal/GalNAc. 

Posteriormente, gracias a este trabajo de Radvin, en 1987, Petri y colaboradores, 

realizaron una purificación mediante cromatografía de afinidad, utilizando 

galactosa, Mab H8-5 y ASOR (el inhibidor de adherencia amebiana más potente), 

obteniendo una muestra, que al ser analizada electroforéticamente bajo 

condiciones reductoras con β-mercaptoetanol, mostró una proteína con un peso 

molecular de 170 kDa. Además, se demostró que esta proteína, mediante un 

análisis de Western blot,  es reconocida por anticuerpos que inhiben la adherencia 

a células glicosiladas [39], indicando así que es una lectina de membrana, al ser 

anticuerpos que se unen a la superficie de los trofozoitos. Después de realizada la 

purificación, el análisis estructural reveló una molécula glicosilada, bajo 

condiciones no reductoras, con un peso de 260 kDa y un pI (punto isoeléctrico) de 

6.2 [40]. Sin embargo, el tratamiento con β-mercaptoetanol mostró dos 

subunidades, conformando así un heterodímero, el cual tiene una subunidad 

pesada (170 kDa) y una subunidad ligera (31/35 kDa) unidas por un enlace 

disulfuro, y a su vez están unidas no covalentemente a una subunidad intermedia 

(150 kDa) [41][42] (Figura 5). Al secuenciar la subunidad pesada, el resultado reveló 

que consiste en 1,291 residuos aminoacídicos, 26 correspondientes al dominio 

transmembranal, 41 al dominio citoplasmático y el resto a la región extracelular 

con una abundante región rica en cisteína [43], [44]. La subunidad pesada 

pertenece a una familia de cinco genes, los cuales cuentan con una homología 

entre ellos que va desde el 89 al 95 % [45]. Sin embargo, la subunidad ligera está 

codificada por 6 o 7 genes, de los cuáles se obtienen isoformas con diferentes 

modificaciones postraduccionales con una homología de entre 79 % y 85 % [46]. 
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Estas isoformas cuentan con una composición de aminoácidos muy similar; 

además, tienen un peso molecular que varía desde 31 hasta 35 kDa [46], [47]. 

 

Figura 5. Composición de la lectina Gal/GalNAc. (Modificada de Petri, Jr., W.A et al., 2002) 

Las subunidades intermedia y ligera están ancladas a la membrana 

mediante un glicosilfosfatidilinositol (GPI), mientras que la subunidad pesada es 

una proteína integral de membrana. El dominio extracelular rico en cisteínas de la 

subunidad pesada  contiene el CRD (Dominio de Reconocimiento del 

Carbohidrato, por sus siglas en inglés), el cual interviene en la unión a 

carbohidratos [5].   

Aunque se desconocen las funciones de las subunidades intermedia y 

ligera en la adherencia y la citotoxicidad, se sabe que la adherencia mediada por 

el CRD ubicado en la subunidad pesada, es necesaria para la actividad citotóxica 

del parásito, ya que un exceso de Gal o GalNAc previene dicha adherencia y la 
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muerte celular [14][15]. Además, se han utilizado líneas celulares modificadas con 

ausencia de glicosilación en superficie y resultaron ser resistentes a la 

citotoxicidad [50].  

Así también, se ha visto que al coincubar el parásito con células blanco, en 

presencia de un exceso de Gal o GalNAc siendo forzada la interacción entre estos 

tipos celulares mediante centrifugación, da como resultado la adherencia pero no 

así la muerte celular [51]. Por otro lado, se ha probado que la lectina desempeña 

diferentes roles en la adherencia y la citotoxicidad, al poner en contacto el parásito 

con anticuerpos anti-Lectina Gal/GalNAc produciendo un bloqueo en la 

citotoxicidad pero no en la adherencia [52].  

Asimismo, Goldston et al. [53], demostraron que la unión a diferentes 

ligandos, tales como el colágeno y los eritrocitos, desencadenan un aumento de la 

lectina en las balsas lipídica ubicadas en la membrana amebiana; también, 

notaron un incremento en el calcio intracelular y del fosfatidilinositol bifosfato 

(PIP2), sugiriendo así la activación de una vía de señalización en el parásito. 

Por otra parte, diversos estudios han podido correlacionar la actividad de 

adherencia de la lectina en las mucinas colorectales, provocando la infección 

parasitaria [54], [55]. Además, se ha demostrado que la lectina Gal/GalNAc, por 

medio del CRD, provoca la inducción de una respuesta pro-inflamatoria en 

macrófagos [56]–[59] y probablemente, mediante los PRR's (receptores de 

reconocimiento de patrones, por sus siglas en inglés), la lectina Gal/GalNAc al 

hacer contacto es capaz de inducir el inflamosoma en macrófagos [60]. 

Experimentos in vitro, han demostrado que la lectina induce en células T la 

producción de IL-2 y de INF-γ, evadiendo así una respuesta TH1 [61]. Así también, 

se le atribuye a la lectina la maduración y activación de células dendríticas debido 

a la producción de citocinas de tipo TH1 [62]. 

Así también, se observó en macrófagos murinos que la lectina Gal/GalNAc, 

induce la activación de una vía de señalización en receptores tipo Toll. 
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Kammanadiminti et al. (2003), demostraron que el CRD es la molécula 

responsable de estimular la expresión del ARNm del receptor TLR-2, al inhibir 

mediante el uso de anticuerpos monoclonales, la región donde se ubica el CRD de 

la lectina, dando como resultado la falta de expresión de este ARNm. Además, 

demostraron que la regulación en la transcripción del gen de TLR-2 es 

dependiente de NF-κB y de p38 (una MAPK o proteína quinasa activada 

por mitógenos), provocando de esta manera la activación de macrófagos [58]. Por 

otro lado, Galván-Moroyoqui et al. (2011), demostraron que tanto los trofozoitos 

como el CRD de la lectina, inducen la expresión de los receptores TLR-2 y TLR-4 

en la superficie de células CaCo2 (células de adenocarcinoma de colon humano), 

mediante las vías de activación clásicas, esto da lugar a la expresión y liberación 

de citocinas pro-inflamatorias. Sin embargo, al inhibir estas vías de señalización se 

observó una disminución en la adhesión y efecto citotóxico del parásito. De 

manera interesante, al poner un exceso de galactosa en células con la expresión 

inducida de los receptores TLR-2 y TLR-4 en superficie, la unión con el CRD se 

observó disminuida. Estos resultados indican la importancia de la adherencia del 

trofozoito mediante el CRD ubicado en la lectina Gal/GalNAc, el cual podría ser 

considerado como un PAMP (patrones moleculares asociados a patógenos) ya 

que propicia la activación de los receptores TLR, así como la secreción de 

citocinas pro-inflamatorias, todo contribuyendo al daño y la destrucción celular 

[63]. 

Asimismo, se sabe que las amebas tiene la capacidad de evadir la 

respuesta del complemento, dado que adquieren mediante la eritrofagocitosis 

proteínas reguladoras del complemento [64], aunque recientemente se ha 

sugerido la existencia de una proteína en superficie de los trofozoitos con un peso 

de 21 kDa que cumple con esta función [65]. Además, se ha visto que hay IgG e 

IgA presentes en pacientes con amebiasis, esto correspondería a la respuesta 

humoral del huésped [66]–[68],  

https://es.wikipedia.org/wiki/Mit%C3%B3geno
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Esta información nos indica que la lectina Gal/GalNAc es importante tanto 

en la adherencia como en la citotoxicidad del parásito, actuando por medio del 

CRD localizado en la subunidad pesada. La localización de este dominio se 

encontró entre los residuos aminoacídicos 895-998 [69]. Por otra parte, el análisis 

de la secuencia del CRD de la lectina amebiana reveló que ésta es similar a la 

secuencia del factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), justamente en la región 

de este último que se une al receptor c-Met. Específicamente, la región de los 

residuos 913-939 del CRD localizado en la cadena pesada de la lectina tiene un 

52% de homología con la secuencia de los residuos 59-85 del HGF (Figura 6). 

Posteriormente, se demostró que el péptido recombinante del CRD de la lectina 

amebiana compite con el HGF por la unión al receptor c-Met, y que esto no se 

debe a la actividad de unión de carbohidrato del CRD [69]. 

 

Figura 6. Esquematización de la lectina Gal/GalNAc, la ubicación del CRD y la homología con la 
secuencia del sitio de unión del HGF a su receptor. 
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FACTOR DE CRECIMIENTO DE 

HEPATOCITOS Y SU RECEPTOR C-MET 

 

 En humanos, el receptor c-Met es el producto proteico del proto-oncogen 

MET ubicado en el cromosoma 7q21-31 [70]. Así mismo, se conoce a MET como 

oncogen, dado que una respuesta exacerbada provocada por su producto 

proteico, tiene como consecuencia el desarrollo de cáncer [71]. Por otra parte, 

este receptor pertenece a la familia de las tirosin cinasas [71]–[73]. Este receptor, 

es expresado en la superficie de células epiteliales 

de diversos órganos, tales como hígado, páncreas, 

próstata, riñón, músculo y médula ósea, desde la 

embriogénesis hasta la edad adulta [74]. La 

estructura del receptor c-Met, se estudió a partir de 

su amplificación y sobreexpresión en la línea 

celular GTL16 [75]. La proteína es un heterodímero 

de 190 kDa, compuesto por una subunidad α de 50 

kDa, unida mediante un enlace disulfuro a la 

subunidad β de 150 kDa. La molécula se sintetiza 

a partir de un precursor de 170 kDa; esta cadena 

sencilla se glicosila de manera cotraduccional [76]. 

Posteriormente, ocurren rearreglos y 

procesamientos proteolíticos, dando lugar al 

heterodímero de 190 kDa [77]. La subunidad α 

junto con el N-terminal de la subunidad β se 

encuentran expuestas en la superficie, esta última 

embebida en la membrana celular [78]. En cuanto 

al C-terminal, este se encuentra de manera Figura 7. Estructura del receptor    
c-Met. (Palestino-Domingues M. et 

al., 2012) 
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citoplasmática y es en esta porción en la que se encuentra el dominio de tirosin 

cinasa [70], [73], [79], así como los sitios de fosforilación involucrados en la 

regulación de su actividad [80] [81] (Figura 7). 

 Por otra parte, el ligando de este receptor es el Factor de Crecimiento de 

Hepatocitos (HGF, por sus siglas en inglés). Anteriormente, se pensaba que el 

Factor de Dispersión (SF, por sus siglas en inglés), llamado así por su actividad en 

el aumento de la motilidad e invasividad de células epiteliales [82], [83]  y el HGF 

eran moléculas distintas. Posteriormente, se realizaron diversos estudios en los 

que se llegó a la conclusión que tanto el SF como el HGF se trataban de la misma 

molécula [76], [84]–[87] Sin embargo, no fue sino hasta 1991, que Bottaro et al., 

así como Naldini et al., encontraron que el HGF es el ligando del receptor c-Met 

[76], [88]. 

 En la actualidad, se sabe que el gen en humanos que codifica el HGF se 

encuentra en el cromosoma 7q21.1, es secretado por células mesenquimales 

como una cadena sencilla a lo que se llama precursor sin actividad biológica (pro-

HGF), consta de 729 residuos aminoacídicos y un peso de 92 kDa, este se activa 

por la acción de la serina proteasa uPA (activador del plasminógenos tipo urinasa) 

de manera extracelular, efectuando una lisis entre los residuos Arg494 y Val495 

[85], [89]–[91]. Como consecuencia de esta lisis, se obtienen dos subunidades: la 

pesada (α) con 463 residuos aminoacídicos, cuatro dominios tipo Kringle y un peso 

de 55-65 kDa, y la ligera (β) con 234 residuos aminoacídicos de 32 o 36 kDa, cabe 

mencionar que la subunidad β es homóloga las proteasas de serina que participan 

en la cascada de coagulación, pero carece de actividad proteolítica. Estas 

subunidades se encuentran unidas mediante un enlace disulfuro [74], [89], [92], 

[93]. (Figura 8) 
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Figura 8. Producción, activación y estructura del Factor de Crecimiento de Hepatocitos (HGF) 
(Modificada de Nakamura T. et al., 2010) 

 Por otra parte, se sabe que el HGF actúa como un factor pleiotrópico y 

citocina; promueve en las células la proliferación, supervivencia, movilidad, 

diseminación, diferenciación y morfogénesis [94]–[96]. Además, tiene un papel 

protector en diferentes enfermedades como: cirrosis hepática [97], fibrosis 

pulmonar [98] y nefropatías [99], [100]. 

 Así pues, la unión entre el receptor c-Met y su ligando, el HGF, genera una 

autofosforilación varias tirosinas localizadas en el dominio citoplásmico de la 

cadena β [101]. Al llevarse a cabo estas fosforilaciones, se reclutan diversos 

efectores de señalización, tales como: GRB2 [102], SHC [103], así como 
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moléculas efectoras: fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K), fosfolipasa Cγ (PLCγ) [104], 

SHIP-2 [105], y STAT-3 [106], [107], que conducen a la activación de factores de 

transcripción disparando distintas acciones biológicas como se indican en la Figura 

9. 

 

Figura 9. Diversas acciones biológicas generadas por la unión del Factor de Crecimiento de 
Hepatocitos (HGF) y el receptor c-Met. (Modificada de Nakamura T. et al., 2010) 
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 Entre las diversas funciones mediadas por la señalización HGF/c-Met se 

encuentra la regeneración hepática. Esto ha sido demostrado en un modelo 

animal en ratas con hepatectomía parcial, detectándose un incremento tanto de 

ARNm de HGF como del HGF en la porción remanente del hígado; sin embargo, 

también ha sido demostrado que la señalización se lleva a cabo de manera 

endocrina, al verse incrementados los niveles de HGF en sangre circulante mucho 

antes de la síntesis de ADN en hígado [108]. Asimismo, la pérdida de la expresión 

de c-Met en ratones, parece indicar que no tiene consecuencias graves en 

condiciones fisiológicas normales; no obstante, la respuesta adaptativa a lesiones 

en el hígado se ve muy afectada. Igualmente, ratones carentes del gen para c-

Met, mostraron ser hipersensibles a la apoptosis inducida por Fas. Del mismo 

modo, este tipo de ratones modificados en la expresión del receptor c-Met, al ser 

expuestos a tetracloruro de carbono (CCl4), un necrogénico, manifestaron una 

alteración en la regeneración de las lesiones provocadas en lugar de un déficit en 

la proliferación de hepatocitos. Este retraso en la sanación del tejido, se puede 

asociar a una persistente respuesta inflamatoria, sobreproducción de 

osteopontina, temprana y prominente distrofia en la calcificación y la migración 

alterada de hepatocitos al área dañada [109]. 

 Por otra lado, al ser fosforilados los residuos 956 y 1093 que se encuentran 

en el dominio yuxtamembranal del receptor c-Met, se inicia la endocitosis y el 

reclutamiento de ligasas de ubiquitina para iniciar la degradación del receptor 

después de la activación, representando así un punto de regulación negativa para 

las rutas activadas por la unión con el HGF [110], [111]. 

 Todo en conjunto, nos indica que la interacción entre el receptor c-Met y su 

ligando el HGF, tiene como consecuencia primordial la supervivencia y reparación 

de tejidos, es por esta razón que al verse interrumpidas o modificadas las vías de 

señalización dependientes de esta unión, se conduce a la muerte celular y por 

tanto daño en tejidos y órganos.   
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

 Se sabe que Entamoeba histolytica es un patógeno capaz de producir en el 

humano absceso hepático amebiano. Se desconoce la interacción del parásito a 

nivel molecular con las células del hígado y por qué en el modelo experimental de 

absceso hepático amebiano en hámster (AHAH) pese a que inicialmente hay 

cierta proliferación de las células para reparar el daño conforme transcurre el 

tiempo la inducción de abscesos acaba por anular la regeneración.  

 Sin embargo, se sabe que existe una homología entre el CRD de la lectina 

amebiana Gal/GalNAc y la región de unión del HGF a su receptor, esta similitud y 

posible interacción con el receptor c-Met no se ha estudiado con anterioridad, es 

por esto que nos preguntamos si existe algún impedimento por parte del parásito 

para la correcta unión HGF/c-Met y sea esta la razón por la cual no sólo hay daño, 

sino que no existe una correcta regeneración hepática. 

 Hipótesis 

 

La lectina amebiana, por medio de la pequeña secuencia homóloga al HGF 

(localizada en el CRD), se une al receptor c-Met expresado en la superficie de las 

células de origen hepático, impidiendo de esta manera la interacción HGF-

receptor. 

 Objetivo 

 

Explorar si la similitud estructural de la lectina amebiana con el HGF 

conlleva a que dicha lectina se una al receptor c-Met expresado en la superficie de 

las células de origen hepático. 
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METODOLOGÍA
†
 

 

Cultivo amebiano 

 

Se define una inoculación de amebas virulenta como la capacidad que 

tienen entre 5x105 - 1x106 trofozoitos de E. histolytica cepa HM1:IMSS para 

generar diversos abscesos hepáticos en 4/4 hámsters (Mesocricetus auratus) de 

sexo indistinto con un peso de 100 g [112]. 

Los trofozoitos se obtuvieron a partir de las lesiones provocadas en el 

hígado de hámsters, con un peso aproximado entre 100 - 120 gramos, que se 

anestesiaron con pentobarbital (8.3 mg/mL), por vía intraperitoneal en una dosis 

de 400 uL / 150 gramos de peso. El inóculo se administró por vía porta con una 

cantidad de 5x105 - 1x106 trofozoitos contenidos en 200 uL de buffer de fosfatos 

amebiano (PBS-A), después de siete días de haber sido inoculados, los hámsters 

fueron sacrificados por exposición prolongada a éter. Se extirpó el hígado del 

animal, este a su vez se fraccionó en pequeños pedazos que se colocaron en 

cajas estériles con medio de cultivo que contenía: tripticaseína, levadura, hierro y 

suero ensayo 33 (TYI-S-33) con antibiótico a 37 ºC durante tres días, haciendo un 

cambio de medio de cultivo con antibiótico por día, esto se realizó para asegurar 

que el cultivo de amibas se mantuviera de forma axénica y se retiró el suplemento 

de antibióticos; a partir de la axenización el cultivo se expandió cada 72 horas, ya 

que es en este periodo en el que se alcanza la fase estacionaria del cultivo 

amebiano. 

Los cultivos con expansión de 72 horas de trofozoitos fueron utilizados para 

realizar lisado el total de amebas, cocultivos y ensayos in vitro. 

                                            
†
 Soluciones y materiales ver Anexo II, cálculos ver Anexo III. 
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 Lisado Total Amebiano 

 Para determinar la presencia de la lectina Gal/GalNAc en los trofozoitos se 

llevó a cabo un análisis de Western blot a partir de un cultivo amebiano con 72 

horas de expansión.  

 Se realizó un conteo celular de amibas contenidas en el medio de cultivo 

por el método de Neubauer, obteniendo 10x106 células.  Posteriormente, se 

centrifugaron las células amebianas a 1,500 r.p.m. durante 5 minutos para 

después realizar dos lavados con PBS-A, finalmente el botón celular obtenido se 

resuspendió en PBS-A suplementado con inhibidores de proteasas (50 mM de 

Iodoacetamida y 10 mM de EDTA), contenido en un volumen final de 500 uL. La 

suspensión obtenida, fue sometida tres veces a un choque de térmico a -20 ºC 

para provocar la lisis celular, se realizó la cuantificación de proteínas para llevar a 

cabo el análisis del contenido mediante la técnica de Western blot. 

 

Cultivo de la línea celular HepG2 

 

 El cultivo celular de HepG2 proveniente de la ATCC, se efectuó en medio 

DMEM alto en glucosa suplementado con suero fetal bovino a 37 ºC, realizando 

pases cada que se alcanzara la confluencia celular óptima (70%) y poder así 

mantener la integridad del cultivo. Las células obtenidas fueron utilizadas para 

realizar: lisado total de células, co-cultivos y ensayos in vitro. 

  

 Lisado Total de células HepG2 

 Una vez alcanzada la cantidad de células óptima del cultivo celular 

necesaria para realizar un lisado total (3 x 10 6 células en una caja petri 100mm x 
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20mm), se le retiró el medio DMEM para posteriormente realizar dos lavados con 

PBS, después se levantaron las células adheridas de manera mecánica con ayuda 

de un gendarme y finalmente se lisaron con Buffer de Lisis (1 mL) y choque 

térmico, dicha suspensión se empleó para realizar cuantificación de proteínas y el 

análisis mediante la técnica de Western blot, para determinar la expresión del 

receptor c-Met. 

 

Identificación cruzada de la lectina Gal/GalNAc y el Factor de 

Crecimiento Hepático (HGF) 

 

 Debido a la homología identificada entre la lectina Gal/GalNAc y el HGF 

[69], se realizó un análisis de Western blot utilizando anticuerpos anti-lectina y 

anti-HGF en muestras de lisado total amebiano y HGF recombinante de humano 

(SIGMA, Cat. #H9661) para realizar una identificación cruzada entre los epítopes 

que pueden reconocer sus respectivos anticuerpos. 

 

Co-cultivos parásito:célula blanco 

 

Se realizaron co-cultivos in vitro entre células de origen hepático (HepG2) y 

los trofozoitos de Entamoeba histolytica HM1:IMSS en relación 1:2 

respectivamente. Para dichos co-cultivos se sembraron en cajas petri (100mm x 

20mm) células HepG2 (3 x 10 6), se retiró el medio DMEM alto en glucosa 

suplementado con suero fetal bovino, se realizó un lavado con PBS y 

posteriormente se agregaron 6 x 10 6 trofozoitos amebianos contenidos en un 

volumen de 3.3 mL de medio TYI sin suero dejando la coincubación a 37 ºC 

durante 20 minutos. 



 
 

37 
 

Transcurrido el tiempo, con ayuda de un gendarme se recuperaron las 

células para después ser tratadas con Buffer de Lisis (suplementado con EDTA 10 

mM y Iodoacetamida 50 mM), y se realizó la cuantificación de proteínas para llevar 

a cabo la inmunoprecipitación así como el análisis mediante la técnica de Western 

blot.  

 

Cuantificación de proteínas 

 

La cuantificación de proteínas totales provenientes de los lisados celulares 

y los co-cultivos (parásito:célula blanco), se llevó a cabo mediante el método de 

ácido bicinconínico (Micro BCATM Protein Assay Kit, de Pierce No. de Cat. 23235). 

Dicho método se basa en la unión de dos moléculas de ácido bicinconínico (BCA) 

con una de ión cuproso (Cu+), el cual  se obtiene a partir de la reducción del ión 

cúprico (Cu 2+) debido a la interacción con las proteínas y un medio alcalino, 

dando como resultado un producto color púrpura que posee una absorbancia a 

562 nm comportándose de forma lineal al incrementar la concentración de 

proteínas (Figura 10) 

 

Figura 10. Se esboza la reacción que se lleva a cabo en la cuantificación de proteínas, la cual se 
desarrolla en dos etapas: la reducción del ión cúprico y la formación del complejo colorido mediante la 

quelación del ácido bicinconínico y el ión cuproso. 
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La solución de trabajo empleada, está compuesta por 50% de solución A 

(Na2CO3, NaHCO3 y Na2C4H4O6), 48% de solución B (ácido bicinconínico) y 

finalmente 2% de solución C (CuSO4 · 5H2O). 

Se realizó una curva patrón con diferentes concentraciones de Albúmina 

Sérica Bovina (BSA), desde 0 ug/mL hasta 40 ug/mL partiendo de un stock de 200 

ug/mL (Tabla 1). La relación de reactivo de trabajo y BSA es 1:1 (teniendo un 

volumen final de 2 mL); así también, se manejó la misma relación con muestras 

experimentales empleando una dilución 1:10. 

 

Tabla 1. Preparación de diluciones a partir del stock de BSA 

Tubo 
Volumen de stock de 
BSA 200 ug/mL (uL) 

Volumen de agua 
(uL) 

Concentración de 
BSA (ug) 

1 0 1,000 0 

2 5 995 1 

3 25 975 5 

4 50 950 10 

5 200 800 40 

 

 

Inmunoprecipitación 

 

La inmunoprecipitación es una técnica que consiste en precipitar el antígeno 

de una proteína presente en una solución utilizando un anticuerpo que se une 

específicamente a esa proteína en particular. Este proceso se puede utilizar para 

aislar y concentrar una proteína en particular de una muestra que contiene 

diferentes proteínas [113]. 
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Para la inmunoprecipitación, se utilizó como muestra el co-cultivo 

parásito:célula HepG2. Para cada ensayo, se tomaron 1,000 ug de proteína y se 

llevaron a un volumen final de 500 uL añadiendo buffer de lisis suplementado. 

 

● Preaclarado de la muestra 

 

Previo a poner en contacto la muestra con el respectivo anticuerpo 

precipitante, esta recibe un tratamiento para eliminar impurezas con 60 

uL de Agarosa Proteína-G (APG) durante 2 horas a 4ºC en agitación 

constante. 

Posteriormente, la muestra se centrifugó a 12 r.p.m. por 5 minutos a 4ºC 

y se recuperó el sobrenadante. 

 

● Tratamiento de la muestra 

 

La muestra preaclarada, se incubó durante 2 horas a 4 ºC en agitación 

constante con 10 uL de anticuerpo anti-c-Met o 10 uL de anticuerpo anti-

Lectina. 

 

● Preaclarado de perlas de Agarosa Proteína-G 

 

Por otra parte, a 60 uL de APG se le agregaron 14 uL de BSA 10% 

(concentración final 2%) para retirar las impurezas presentes incubando 

durante 2 horas a 4 ºC en agitación constante.  

La mezcla obtenida, se centrifugó a 3,000 r.p.m. por 3 minutos a 4 ºC y 

se descartó el sobrenadante, conservando las perlas de APG. 
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 Posteriormente, la muestra tratada así como las perlas preaclaradas, se 

mezclaron y se incubaron durante toda la noche a 4 ºC en agitación constante. 

 Finalmente, las muestras se centrifugaron a 12,000 r.p.m. durante un 

minuto a 4 ºC, para descartar el sobrenadante y agregar 200 uL de Buffer de 

Lavado, este proceso se repitió 6 veces más y se centrifugó una última vez a 

12,000 r.p.m. durante 5 minutos a 4 ºC. El producto final (en la mayoría de los 

casos 40 uL) se utilizó para realizar un análisis mediante la técnica de Western 

blot. 

 

Electroforesis en una dimensión (SDS-PAGE) 

 

 Este método es muy empleado para la purificación, análisis y 

caracterización de proteínas, ya que se basa en el tamaño y carga de dichas 

macromoléculas. 

Se fundamenta en la formación de una matriz (gel) proveniente de la 

polimerización de dos componentes: poliacrilamida/bis-acrilamida, dando como 

resultado así una base inerte que es estable en un amplio rango de pH, 

temperatura, fuerza iónica y actúa como un tamiz molecular retardando el 

movimiento de moléculas grandes mientras que las moléculas de menor peso se 

pueden mover con mayor facilidad.  

Se empleó un gel separador con una concentración de 7.5% 

poliacrilamida/bis-acrilamida con un volumen aproximado de 8 ml y un gel 

concentrador que está al 5% poliacrilamida/bis-acrilamida, utilizando 2 ml de esta 

solución, es en este gel que se formaron los pozos que sirven de receptáculos 

para las muestras, esto se hace entre 2 placas de vidrio teniendo un espacio entre 

ellas de 1.0 mm de grosor para los lisados totales obtenidos y el HGF; sin 
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embargo, se utilizó 1.5 mm de grosor para las muestras provenientes de la 

inmunoprecipitación. 

Tanto a los lisados totales provenientes del cultivo amebiano como a los 

derivados del cultivo de células HepG2 (50 ug  de cada cultivo por separado 

contenidos en 12 uL) se les añadieron 12 uL de Buffer de Carga 2x, por otra parte, 

50 ng de HGF puro recombinante se mezclaron con 10 uL de Buffer de Carga 2x y 

a los productos obtenidos de la inmunoprecipitación se les adicionaron 30 uL de 

Buffer de Carga 4x. Dicho buffer, entre otros compuestos, contenía SDS que actúa 

como nuestro agente desnaturalizante que ayuda a romper interacciones 

hidrofóbicas y carga a las proteínas de forma negativa para facilitar su movimiento 

desde el cátodo hacia el ánodo, haciendo que las proteínas existentes en la 

muestra adopten  una estructura simple y con carga negativa, además este buffer 

contenía azul de bromofenol que nos ayudó a visualizar el frente de avance de las 

moléculas a través de nuestro gel Las muestras se calentaron por 5 minutos en 

baño María para asegurar que las proteínas pierdan su estructura secundaria. 

Posteriormente fueron depositadas en los pozos del gel concentrador. 

 La electroforesis se llevó a cabo en todos los casos con una potencia 

constante de 10 watts en el cuarto frío a una temperatura aproximada de 8 °C. La 

corrida se detuvo justo cuando el colorante de azul de bromofenol, en el frente de 

avance, llegaba al borde inferior del gel. Los marcadores de peso molecular 

utilizados fueron Precision Plus Protein™ Dual Color Standards, BIO-RAD, Cat. 

#161-0374.  

 

Tinción de Plata 

  

 Una gran variedad de métodos se ha desarrollado para teñir con sales de 

plata los polipéptidos provenientes de una separación mediante electroforesis 
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SDS-PAGE. Son procedimientos que se basan en la reducción de iones de plata 

que se unen a los extremos de las cadenas de aminoácidos. Dichos métodos se 

pueden dividir en dos clases: aquellos que usan soluciones de amoniacal y los que 

usan nitrato de plata. Aunque ambas técnicas para teñir son aproximadamente de 

100 a 1000 veces más sensibles que la tinción con azul de Coomassie brillante 

R250 y son capaces de detectar en una sola banda pequeñas cantidades que van 

desde 0.1 a 1.0 ng de polipéptidos; las soluciones de nitrato de plata son más 

fáciles de preparar y, en contraste con las sales de plata amoniacales, no generan 

productos con potencial explosivo. El método utilizado en esta tesis es una 

modificación del procedimiento de tinción original ideado por Sammons et al. 

(1981) [114], al cual se le han hecho mejoras (Schoenle et al. 1984) [115] [116]. 

 Después de haber separado las proteínas mediante la electroforesis en una 

dimensión SDS-PAGE, se fijaron las proteínas, incubando el gel de 4 a 12 horas a 

temperatura ambiente en agitación suave con al menos 5 veces el volumen del gel 

de una solución etanol:ácido acético glacial:agua (30:10:60). 

 Transcurrido el tiempo, se descartó la solución fijadora y se agregaron al 

menos 5 veces el volumen del gel una solución con etanol al 30%. El gel se incubó 

durante 30 minutos a temperatura ambiente con agitación suave. Se repitió este 

paso una vez más. 

 La solución de etanol se descartó y se agregaron 10 veces el volumen del 

gel de agua desionizada, dejando incubar durante 10 minutos a temperatura 

ambiente con agitación suave. Este paso se repitió dos veces más. 

 Se descartó el agua remanente de los lavados y se añadieron 5 veces el 

volumen del gel de una solución de AgNO3 al 0.1% (solución preparada al 

momento proveniente de un stock de AgNO3 al 20%, conservada a temperatura 

ambiente en frasco ámbar) El gel se incubo durante 30 minutos a temperatura 

ambiente con agitación suave. 
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 La solución de AgNO3 se descartó y se lavó el gel con agua desionizada. 

Posteriormente, se agregaron 5 veces el volumen del gel de una solución 

preparada en el momento de 2.5% de carbonato de sodio con 0.02% de 

formaldehido. El gel se incubó a temperatura ambiente con agitación suave. Es en 

este paso en el que, en cuestión de minutos, se empezó a percibir la tinción de las 

bandas de proteínas presentes en el gel. La reacción se detuvo con una solución 

al 1% de ácido acético hasta obtener el contraste deseado, y pasados diez 

minutos, el gel se lavó tres veces durante 10 minutos con agua desionizada. 

 

Inmunotransferencia (Western blot) 

 

Se empleó la técnica de Western blot para determinar la lectina presente en 

la superficie amebiana, el receptor c-Met presente en la superficie de las células 

hepáticas HepG2, la identificación cruzada de la lectina y el HGF, así como para la 

identificación de la lectina y el receptor c-Met en los productos de 

inmunoprecipitación.  

Una vez obtenido el gel de SDS-PAGE se dejó equilibrar en buffer de 

transferencia durante 15 minutos para eliminar las sales del buffer de corrida; de 

acuerdo a la Tabla 2, en el caso de haberse utilizado membrana de polifluoruro de 

vinilideno (Immobilon-P, Millipore, Cat. #IPVH 000 10) esta se activó en metanol 

durante 5 minutos para posteriormente también equilibrarla en buffer de 

transferencia por 1o minutos; sin embargo, si se utilizó membrana de nitrocelulosa 

(Membrana de nitrocelulosa 0.45 um, BIO-RAD, Cat. #162-0115) sólo se equilibró 

con buffer de transferencia; por otra parte, para asegurar la unión, ya que una 

humectación brusca puede generar burbujas de aire evitando la transferencia de 

las moléculas hacia la membrana; transcurrido el tiempo necesario, se arma un 

“sándwich” donde las bases son constituidas por papel filtro humedecido en buffer 

de transferencia, sobre uno de ellos se colocó la membrana y sobre esta el gel de 
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poliacrilamida, por último otro papel filtro húmedo, realizando un poco de presión 

para eliminar burbujas de aire, este “sándwich” se colocó en el aparato de 

transferencia semi-húmeda (Trans-blot® SD, BIO-RAD), de tal forma que el papel 

que soporta la membrana quede hacia el ánodo y el gel hacia el cátodo, con el 

mismo principio de generar un campo eléctrico para empezar la migración de las 

moléculas contenidas en el gel hacia nuestra membrana, se ajustó la fuente de 

poder a 20 volts y se transfirió durante 50 minutos. 

 Una vez concluido el tiempo, la membrana se tiñó con colorante Ponceau 

(Ponceau S, SIGMA, P-7170) con la finalidad de cerciorarse que las proteínas se 

transfirieron, con la ventaja de que este colorante no interfiere en el posterior 

tratamiento con los anticuerpos, la membrana se enjuagó con TBS-T (Tris Buffer 

Salino Tween 20)  para retirar el colorante; enseguida se bloqueó con solución 

bloqueadora (TBS-T al 5% de leche BIO-RAD, Cat. #170-6404) durante una hora. 

Posteriormente, se realizaron tres lavados con agitación fuerte, de 10 minutos 

cada uno con TBS-T. Al terminar los lavados, se dividió la membrana (con sus 

respectivos marcadores de peso molecular) dependiendo del tratamiento posterior: 

la fracción que contiene el lisado total amebiano (A), la fracción del lisado total de 

HepG2 (H), los pares lisado total amebiano/HGF (A - HGF) y los pares de 

inmunoprecipitación (IP C - IP L). 

Cada una de las fracciones se incubó por separado durante una noche con el 

respectivo anticuerpo primario para identificar a la lectina en la superficie 

amebiana, al receptor c-Met en la superficie de las células HepG2, al HGF, y 

finalmente a la lectina y al receptor c-Met en los productos de inmunoprecipitación 

como se muestra en la Tabla 2 en una solución de TBS-T con 5% de leche.  
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Tabla 2. Concentraciones de anticuerpos primarios utilizados en distintas transferencias 

Tipo de membrana Fracción de membrana Anticuerpo* Concentración 

Immobilon-P 

H anti-c-Met 1:150 

A anti-Lectina 0.4 ug/mL 

A - HGF anti-HGF 0.2 ug/mL 

Nitrocelulosa IP C - IP L anti-c-Met 1:150 

* Especificaciones detalladas incluidas en el ANEXO I - Equipos, Materiales, Reactivos y Soluciones. 

 

Al día siguiente, se realizaron seis lavados con agitación fuerte de 10 

minutos cada uno con TBS-T. Después, se realizó la incubación con el anticuerpo 

secundario correspondiente en TBS-T al 1% de leche durante una hora, como se 

indica en la Tabla 3. Finalizada la incubación, se realizaron seis lavados más de 10 

minutos cada uno con TBS-T. 

 

 

Tabla 3. Concentraciones de anticuerpos secundarios utilizados en distintas 
inmunotransferencias. 

Tipo de membrana Fracción de membrana Anticuerpo* Concentración 

Immobilon-P 

H 
Cabra anti-
ratón  

1:10,000 

A 
Cabra anti-
conejo  

1:60,000 

A - HGF Bovino anti-
cabra  

1:10,000 

Nitrocelulosa IP C - IP L Cabra anti-
ratón  

1:10,000 

 * Especificaciones detalladas incluidas en el ANEXO I - Equipos, Material, Reactivos y Soluciones. 
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Finalmente, una placa radiográfica se colocó sobre la membrana 

previamente tratada con peróxido y luminol (Millipore, Cat. #WBKL S01 00); en 

condiciones de obscuridad la placa se reveló y se fijó. 

 

Co-cultivos parásito:célula blanco y tratamiento con HGF 

 

 Asimismo, se realizó otro co-cultivo in vitro modificando las condiciones de 

co-incubación al agregar un posible inhibidor de la adherencia y citotoxicidad entre 

la lectina Gal/GalNAc y el receptor c-Met, ya que previamente se demostró que al 

agregar galactosa este par de efectos se inhibían por completo [48], [49]. 

En este caso, se realizaron ocho ensayos, en los cuales se contaban con 

alrededor de 1.6 x 105 células HepG2 cada uno, dichas células estaban 

sembradas en cubreobjetos depositados dentro de distintos pozos en una 

multicámara. Se manejaron 4 grupos por duplicado, 1) grupo control, 2) HepG2 + 

trofozoitos, 3) HepG2 + HGF + trofozoitos y 4) HepG2 + trofozoitos + Galactosa. El 

procedimiento realizado, se describe a continuación: 

1) Grupo control:  

Células HepG2 sin ninguna alteración. 

2) HepG2 + trofozoitos:  

A estas células HepG2 se les retiró el medio DMEM, posteriormente 

fueron lavadas dos veces con PBS y co-incubadas durante 15 min. con 

trofozoitos en una relación 1:3 (HepG2:trofozoito) contenidos en 1 mL de 

medio TYI-SS-33 sin suero. 

3) HepG2 + HGF + trofozoitos: 

Se les retiró el medio DMEM a estas células HepG2, se lavaron con 

PBS y fueron preincubadas con 200 ng/mL de HGF en un volumen de 

1.5 mL de medio TYI-SS-33 sin suero durante una hora, esto es para 
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asegurar la interacción y adherencia entre el ligando y el receptor sin 

obtener una respuesta celular [117], después de transcurrido el tiempo, 

se lavaron las células con PBS y posteriormente fueron co-incubadas 

durante 15 min. con trofozoitos en una relación 1:3 (HepG2:trofozoito) 

contenidos en 1 mL de medio TYI-SS-33 sin suero. 

4) HepG2 + trofozoitos + Galactosa: 

A estas células HepG2 se les retiró el medio DMEM, posteriormente 

fueron lavadas dos veces con PBS y co-incubadas durante 15 min. con 

trofozoitos en una relación 1:3 (HepG2:trofozoito) contenidos en 1 mL de 

medio TYI-SS-33 sin suero. Sin embargo, estos trofozoitos fueron 

previamente incubados con Galactosa 180 mM durante una hora.  

 

 

 Después de finalizados los distintos tratamientos, se lavaron una vez los 

cubreobjetos con PBS, se fijaron durante 30 minutos en PFA 4% y una posfijación 

en PFA al 0.4% en PBS. Finalmente, se realizó una tinción de hematoxilina y 

eosina. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Trofozoitos de E. histolytica HM1:IMSS expresan la lectina 

Gal/GalNAc. 

 

 

 

Figura 11. Western blot de un lisado total de un botón de trofozoitos de E. histolytica HM1:IMSS 
detectado con anticuerpo anti-Lectina. El lisado total de trofozoitos de E. histolytica se obtuvo a partir de un 

cultivo de 72 hrs. inhibido con iodoacetamida 50 mM y EDTA 10 mM. 50 ug de proteína fueron separados 
mediante SDS-PAGE en un gel de 1.0 mm de espesor al 7.5% de acrilamida y transferido a una membrana de 
immobilon-P. La inmunodetección se llevó a cabo con anticuerpo policlonal conejo anti-Lectina y un anticuerpo 
secundario cabra anti-conejo peroxidado y se reveló con luminol. MPM: Marcador de Peso Molecular, A: 
Lisado total amebiano.  

 En la Figura 11, se observa que de todos los péptidos presentes en el lisado 

sólo tres bandas prominentes fueron reconocidas por el anticuerpo conejo anti-
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Lectina con pesos aproximados de 260 kDa, que coincide con el peso referido por 

Petri W. A. et al. (1989) para el heterodímero de la lectina; y de 150 kDa que 

coincide con la subunidad intermedia como lo reporta Cheng et al. (1998). Aunque 

los anticuerpos de conejo anti-Lectina se generaron utilizando como inmunógeno 

una fracción pura constituida por las subunidades pesada y ligera [42], es muy 

probable que en esta muestra hubiesen trazas de la cadena intermedia de 150 

kDa; que a pesar de no estar unida covalentemente al heterodímero se ha referido 

que copurifica con el mismo [5] en numerosas ocasiones en lisados amebianos 

una banda con este peso ha sido detectada con este anticuerpo.  

 Por otra parte, la banda detectada de aproximadamente 190 kDa no 

coincide con ningún peso molecular reportado para algún componente de la 

lectina Gal/GalNAc por lo que es probable que se trate de productos de la 

degradación del heterodímero. 

 Este experimento nos permitió confirmar que los trofozoitos de  

E. histolytica cultivados en las condiciones que se emplearon a lo largo de esta 

tesis, expresan la lectina Gal/GalNAc. 

 

 

  

  



 
 

50 
 

Inmunodetección de la subunidad pesada de la lectina 

Gal/GalNAc con un anticuerpo comercial anti-HGF de 

humano 

 

 

 

Figura 12. Western blot de un lisado total amebiano y HGF recombinante humano detectado con 
anticuerpo anti-HGF de humano. El lisado total de trofozoitos de E. histolytica se obtuvo a partir de un 
cultivo de 72 hrs. 50 ug de este lisado (A), así como 50 ng de HGF recombinante de humano (HGF), fueron 

separados mediante SDS-PAGE en un gel de 1.0 mm de espesor al 7.5% de acrilamida y transferidos a una 
membrana de immobilon-P. La inmunodetección se realizó con anticuerpo comercial anti-HGF de humano. Se 
empleó un anticuerpo secundario bovino anti-cabra peroxidado y se reveló con luminol. MPM: Marcador de 
Peso Molecular. A: Lisado amebiano. HGF: HGF recombinante de humano.  

En la Figura 12, el anticuerpo anti-HGF reconoció de todos los componentes 

del lisado amebiano una banda con un peso de 170 kDa, ésta muy probablemente 

corresponde a la subunidad pesada de la lectina ya que el peso coincide. Dodson 

et al. (1999) encontraron mediante un ensayo en placa de microtitulación que el 

CRD recombinante de la lectina inhibió de manera competitiva la unión del HGF 
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recombinante a una proteína de fusión constituida por IgG y el receptor c-Met, lo 

que los condujo a la búsqueda y hallazgo del dominio de identidad del CRD con la 

secuencia del HGF que interactúa con su receptor c-Met [69]. Sin embargo, 

nuestro resultado corrobora esa identidad mediante la inmunodetección con el 

anticuerpo policlonal anti-HGF. 

La molécula de 72 kDa detectada por el anticuerpo, no corresponde ni al 

heterodímero ni a la subunidad pesada de la lectina Gal/GalNAc, probablemente 

esta banda corresponda a un péptido de degradación de la cadena pesada que 

contiene la región de homología.  
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Expresión de c-Met en células HepG2 utilizadas en los 

cocultivos 

 

 

 

Figura 13. Inmunodetección de c-Met mediante Western blot un lisado total de células HepG2. El lisado 

total de células HepG2 se obtuvo a partir de 3 x 10 
6 

células, 50 ug de este lisado fueron separados mediante 
SDS-PAGE en un gel de 1.0 mm de espesor al 7.5% de acrilamida y transferido a una membrana de 
immobilon-P. La inmunodetección se llevó a cabo con un anticuerpo comercial ratón anti-c-Met. Se empleó un 
anticuerpo secundario cabra anti-ratón peroxidado y se reveló con luminol. MPM: Marcador de Peso 
Molecular, H: Lisado Total de células HepG2  

 En la Figura 13, se observa que sólo una banda con un peso molecular de 

150 kDa fue inmunodetectada por el anticuerpo, peso reportado para la subunidad 

β del receptor c-Met, como lo describen Giordano et al. (1989), de todos los 

componentes proteicos presentes en un lisado total de células de origen hepático 

(aunque no se muestran en la figura, se observaron numerosas bandas en la 

membrana teñidas con Ponceau), demostrando así la expresión de c-Met en las 

células HepG2 utilizadas en esta tesis.  
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Análisis de Western blot de la muestra proveniente de un 

cocultivo trofozoitos:células HepG2 inmunoprecipitada con 

anticuerpo anti-Lectina o con anticuerpo anti-c-Met reveladas 

con anticuerpo anti-c-Met 

 

 

Figura 14. Western blot del inmunoprecipitado proveniente de un cocultivo de trofozoitos:células 

HepG2 con anticuerpo anti-c-Met o anti-Lectina. Los trofozoitos amebianos y las células HepG2 fueron co-

incubados durante 20 min. en una relación 2:1. La muestra a inmunoprecipitar fue de 1 mg de proteína del 

lisado obtenido del cocultivo. Los anticuerpos inmunopreciptantes fueron A) anticuerpo anti-c-Met (10 uL) y B) 

anticuerpo anti-Lectina (10 uL). Ambas muestras inmunoprecipitadas fueron separadas por medio SDS-PAGE 

en un gel de 1.5 mm de espesor al 7.5% de acrilamida y electrotransferidos a membranas de nitrocelulosa. La 

inmunodetección se llevó a cabo con anticuerpo comercial anti-c-Met (mismo utilizado en la 

inmunoprecipitación). Se empleó un anticuerpo secundario cabra anti-ratón peroxidado y se reveló con luminol 

MPM: Marcador de Peso Molecular, IPC: Inmunoprecipitación con anticuerpo anti-c-Met IPL: 

Inmunoprecipitación con anticuerpo anti-Lectina amebiana Gal/GalNAc.  
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Como podemos observar en la Figura 14-A, al inmunoprecipitar el lisado 

derivado del cocultivo con anticuerpo anti-c-Met y revelar con el mismo anticuerpo, 

la inmunodetección nos muestra las bandas correspondientes al receptor c-Met, 

pro-c-Met y a la subunidad β del receptor (190, 170 y 150 kDa respectivamente), lo 

que nos indica que la inmunoprecipitación utilizando dicho anticuerpo fue eficiente. 

Por otra parte, en la Figura 14-B, se destacan las mismas bandas de 190, 170 y 150 

kDa cuando se utilizó el anticuerpo anti-Lectina como anticuerpo 

inmunoprecipitante, este resultado indica que la lectina que fue inmunoprecipitada 

con su anticuerpo específico estaba unida a estos péptidos derivados de c-Met.  

Dicha unión se puede deber a diversos factores. Una posibilidad, es la 

unión entre la lectina y un residuo de galactosa presente en el receptor c-Met; sin 

embargo, como dieron a conocer Dodson et al. (1999) la existencia de una región 

de homología entre el CRD de la lectina, justamente con el dominio de interacción 

del HGF con su receptor c-Met, y siendo esta la hipótesis y el objetivo del presente 

trabajo, sugerimos que la unión se debe precisamente al reconocimiento de la 

lectina Gal/GalNAc por parte del receptor c-Met en la región homóloga con el 

HGF, el cual es ligando exclusivo de este receptor. 
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Análisis electroforético de las muestras inmunoprecipitadas 

con anticuerpo anti-Lectina o con anticuerpo anti-c-Met, 

provenientes de un cocultivo trofozoitos:células HepG2 

mediante tinción de plata 

 

 

 

Figura 15. Gel de poliacrilamida teñido con plata de muestras inmunoprecipitadas con anticuerpos 
anti-Lectina o anti-c-Met derivadas de un cocultivo trofozoitos:células HepG2. Los trofozoitos amebianos 
y las células HepG2 fueron co-incubados durante 20 min. en una relación 2:1. La inmunoprecipitación se 
realizó con 1 mg de proteína del lisado obtenido del cocultivo y los anticuerpos inmunoprecipitantes fueron 
anticuerpo anti-Lectina Gal/GalNAc (IP L) (10 uL), o bien, anticuerpo anti-c-Met (IP C) (10 uL). Ambas 

muestras inmunoprecipitadas fueron separadas por medio de SDS-PAGE en un gel de 1.5 mm de espesor al 
7.5% de acrilamida y teñido con plata. MPM: Marcador de Peso Molecular IP L: Inmunoprecipitación con 
anticuerpo anti-Lectina amebiana Gal/GalNAc, IP C: Inmunoprecipitación con anticuerpo anti-c-Met. 
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 En la Figura 15 se puede observar que en la muestra inmunoprecipitada con 

anticuerpo anti-Lectina hay bandas con pesos moleculares de 50, 100, 140, 190 y 

260 kDa, así como bandas con un peso superior a 300 kDa o con pesos 

aproximados de entre 40 y 45 kDa. Por otra parte, en la muestra 

inmunoprecipitada con anticuerpo anti-c-Met, se pueden observar bandas con 

pesos moleculares de 50, 100, 170, 190 y 260 kDa, además de observar una 

banda con un peso superior a 300 kDa y bandas entre los 40 y 45 kDa. Podemos 

hacer notar que los dos inmunopreciptados muestran péptidos con los mismos 

pesos moleculares, como es el caso de las bandas de 300 kDa, 50, 190 y 260 

kDa, así como las de menor peso molecular entre 40 y 45 kDa.  

 Los pesos moleculares de 50, 190 y 260 kDa coinciden respectivamente, 

con el de la subunidad α del receptor c-Met, así como con el receptor c-Met y el 

heterodímero de la lectina Gal/GalNAc. Este resultado sugiere que al llevarse a 

cabo la inmunoprecipitación, ya sea con el anticuerpo anti-Lectina o con el 

anticuerpo anti-c-Met, la molécula reconocida por el anticuerpo trae consigo, 

mediante una unión específica, al ligando propuesto: al receptor o a la lectina 

respectivamente. 

 Asimismo, como se mencionó anteriormente, se pueden observar otras 

bandas, entre las que destaca la banda presente en la muestra inmunoprecipitada 

con anticuerpo anti-c-Met, con un peso molecular de 170 kDa, la cual coincide con 

pro-c-Met tal como lo refieren Naldini et al. (1991), así como bandas repetidas de 

entre 40 y 45 kDa en las dos inmunoprecipitaciones, éstas pueden pertenecer a 

otras moléculas presentes en la muestra y que pudieron sufrir degradación 

durante el proceso del análisis electroforético; así también la banda de mayor peso 

molecular, la cual podría ser el complejo formado por la unión entre la lectina 

Gal/GalNAc y el receptor c-Met. También, se observan bandas de 100 o 140 kDa, 

éstas corresponden a las cadenas peptídicas de los anticuerpos utilizados en la 

inmunoprecipitación (aunque no se muestra, se hizo un análisis electroforético de 

los anticuerpos inmunoprecipitantes). Sin embargo, cabe destacar que en las dos 
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muestras se observan bandas con idénticos pesos moleculares, es decir, en 

ambas muestras son evidentes algunos componentes idénticos a pesar de haber 

utilizado diferentes anticuerpos inmunoprecipitantes, lo cual se comprende si se 

trata de un par ligando-receptor. 
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Análisis microscópico de cocultivos entre E. histolytica y 

células HepG2 

 

 

Figura 16. Micrografías de cocultivos trofozoitos:células HepG2 bajo distintas condiciones. Los 

trofozoitos amebianos y las células HepG2 fueron co-incubadas durante 15 min. en una relación 3:1, 
posteriormente las células fueron fijadas con paraformaldehido  al 4% y teñidas con hematoxilina y eosina. (A) 
células HepG2, (B) células HepG2 + E. histolytica, (C) células HepG2 pretratadas con HGF 200ng/mL (1hr.) + 
E. histolytica, (D) células HepG2 + E. histolytica pretratadas con Galactosa 180mM (30 min.). Daño citotóxico 

(flechas), Trofozoitos amebianos (punta de flecha). 

En la Figura 16 podemos observar el aspecto microscópico de los cocultivos 

celulares de las células HepG2 con las amebas en diferentes condiciones; células 

HepG2 (A), células HepG2 cocultivadas con trofozoitos de E. histolytica durante 15 

minutos (B) en donde se señalan varias amebas (punta de flecha) adheridas y un 

severo daño citotóxico en células HepG2 (flechas) por parte del parásito.  
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Por otro lado, en las preparaciones de células HepG2 pretratadas con HGF 

(200 ng/mL) durante una hora y posteriormente coincubadas con trofozoitos 

amebianos (C), es notable que a pesar de observarse amebas adheridas, no se 

detecta daño en las células de origen hepático. 

 Este fenómeno podría deberse al bloqueo del sitio de unión de la lectina 

Gal/GalNAc al receptor c-Met. Dodson et al. (1999), reportaron una inhibición 

competitiva entre el HGF y la lectina pura o un CRD recombinante por la unión con 

el receptor, independientemente de su función para reconocer residuos 

glicosilados, ya que el exceso de galactosa no disminuye la interacción entre el 

CRD y el receptor c-Met.  

Entre los efectos adjudicados al HGF en células blanco, está la 

estimulación para inducir y activar proteasas capaces de degradar la matriz 

extracelular [82][84], teniendo en cuenta esto y retomando la idea propuesta por 

Petri et al. (2002) en donde menciona que la lectina mediante el CRD, el cual tiene 

homología con el HGF, puede facilitar que el parásito genere un efecto similar al 

factor de crecimiento, degradando los componentes de la matriz extracelular 

propiciando un microambiente óptimo para la invasión y lisis celular por parte de E. 

histolytica, fenómeno que se previene con el pretratamiento con HGF. Razón por 

la cual podemos inferir que al preincubar con HGF, éste impide la unión del CRD 

al receptor probablemente por un impedimento estérico, o bien, por un cambio 

conformacional en el receptor impidiendo la interacción de la lectina con el sitio de 

unión del receptor c-Met. 

 Cabe resaltar que el pretratamiento con HGF no impide la adherencia 

amebiana dado que la lectina podría estar reconociendo algún residuo glicosilado 

en la superficie membranal de la célula blanco o en el mismo receptor c-Met. 

 Se ha reportado que la interacción del c-Met con su ligando induce su 

internalización vía endocitosis [118], fenómeno que podría estar ocurriendo en 



 
 

60 
 

nuestro modelo lo que reafirma el hecho de necesitar la presencia del receptor en 

superficie para generar un efecto citotóxico. 

Por otra parte, como lo reportaron Tacchini et al. (2004), se ha demostrado 

que el HGF tiene un efecto anti-apoptótico sobre células blanco, dicha acción se 

ve reflejada al pretratar líneas celulares provenientes de carcinoma, como HepG2, 

con HGF provocando la activación de factores y vías de señalización que generan 

resistencia a la apoptosis y promueven la proliferación celular. Conociendo este 

efecto producido por el HGF y lo anteriormente mencionado sobre los mecanismos 

por los cuales E. histolytica genera daño celular al inducir células apoptóticas y 

posterior fagocitosis, es probable que en este experimento las células pretratadas 

con HGF sean resistentes a la apoptosis y por consiguiente no es posible apreciar 

el efecto citotóxico generado por el parásito.   

 Finalmente, en las células HepG2 coincubadas con trofozoitos de E. 

histolytica pretratados con galactosa (180 mM) no se observa ni adherencia ni 

muerte celular (Figura 16-D) tal como lo describen López-Vancell et al. (2000). 
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CONCLUSIONES 

 

1) LOS TROFOZOITOS DE E. HISTOLYTICA EMPLEADOS EN ESTE TRABAJO EXPRESAN LA 

LECTINA GAL/GALNAC. 

Esta conclusión se basa en el resultado obtenido del análisis de Western blot 

de un lisado total amebiano de E. histolytica. 

 

2) LAS CÉLULAS HEPG2 EMPLEADAS EN ESTE TRABAJO EXPRESAN EL RECEPTOR C-

MET. 

Esta conclusión se basa en el resultado obtenido del análisis de Western blot 

de un lisado total de células HepG2. 

 

3) DEBIDO A UNA REGIÓN DE HOMOLOGÍA ENTRE LA SUBUNIDAD PESADA DE LA LECTINA 

GAL/GALNAC Y EL HGF RECOMBINANTE EMPLEADO EN ESTA TESIS, EL ANTICUERPO 

ANTI-HGF RECONOCE A ESTAS DOS MOLÉCULAS. 

Esta conclusión se basa en el resultado obtenido del análisis de Western blot 

de un lisado total de trofozoitos amebianos y HGF recombinante. 

 

4) LA LECTINA SE UNE AL RECEPTOR C-MET. 

Esto lo podemos concluir a partir de los resultados obtenidos en las 

inmunoprecipitaciones. 

 

5) LA UNIÓN ENTRE LA LECTINA GAL/GALNAC Y EL RECEPTOR C-MET ES 

INDISPENSABLE PARA QUE E. HISTOLYTICA GENERE DAÑO CELULAR. 
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6) EL HGF PROVEE UN EFECTO PROTECTOR CONTRA E. HISTOLYTICA EN CÉLULAS DE 

ORIGEN HEPÁTICO DEBIDO AL IMPEDIMENTO DE LA UNIÓN ENTRE LA LECTINA 

GAL/GALNAC CON EL RECEPTOR C-MET. 

Estas conclusiones se basan en la observación de los cocultivos entre 

trofozoitos de E. histolytica y células HepG2, en especial aquel en el que las 

células de origen hepático fueron pretratadas con HGF. 
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ANEXO I  

ESTADÍSTICAS DE LAS 20 PRINCIPALES CAUSAS DE ENFERMEDAD 

A NIVEL NACIONAL REPORTADAS EN 2016 POR GRUPOS DE EDAD. 
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ANEXO II 

MATERIAL, EQUIPO, REACTIVOS Y SOLUCIONES  

 

 MATERIAL 

Membranas para inmunotransferencia (Western blot) 

o Immobilon-P, Millipore, Cat. #IPVH 000 10. 

o Membrana de nitrocelulosa 0.45 um, BIO-RAD, Cat. #162-0115 

 

 EQUIPO 

Beckman φ50 pH Meter. 

Precision Al Stainless Steel Water Bath Model 180 

Perkin EIMER LAMBDA Bio UV/VIS Spectrometer 

Aparato de electroforesis Mini PROTEAN® 3Cell, BIO-RAD. 

 

 REACTIVOS 

Ácido acético glacial, Tecsiquim, Cat. #AT002 

Ácido ascórbico, SIGMA, Cat. #A-750G  

Ácido clorhídrico (HCl), Tecsiquim, Cat. #CT042 

Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) - (C10H12N2O8Na4 · 2 H2O)   

o SIGMA Cat. #ED4SS 

o Thermo Scientific, Cat. #1858567 (0.5 M) 

Acrilamida, BIO-RAD, Cat. #161-0101 

Agarosa Proteína G recombinante (APG), Invitrogen, Cat. #15920-010 
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Albúmina sérica bovina (BSA): 

1) Biowest, Cat. #P6154-10GR. 

2) SIGMA, Cat. A-7030 

Anticuerpos primarios 

o Anti-c-Met, Met (B-2) (hecho en ratón), Santa Cruz Biotechnology Inc., 

Cat. #sc-8057  

o Anti-HGF (hecho en cabra), SIGMA, Cat. #H7157  

o Anti-Lectina (hecho en conejo). 

 

Anticuerpos secundarios 

o Cabra anti-conejo HRP, Cell signaling, Cat. #7074. 

o Cabra anti-ratón, Millipore, Cat. #AP124P. 

o Bovino anti-cabra HRP, Santa Cruz Biotechnology Inc., Cat #sc-2350. 

Azul de bromofenol, Sigma, Cat. # B5525-5G 

Azul Tripan, SIGMA, Cat. #T8154-100ML 

Biosate, BIOXON, Cat. #230500  

Bloqueador para Western blot (Leche descremada), BIO-RAD, Cat. #170-6404 

Buffer de fosfatos Salino (PBS), GIBCO, Cat. #21300-025 

Carbonato de Sodio (Na2CO3), Emsure, Cat. #011-005-00-2 

Citrato de amonio férrico (FaC), SIGMA, Cat. #F-5879 

Cloruro de Sodio, (NaCl), J. T. Baker, Cat. #3624-01 

Cocktail Inhibidor de Fosfatasas Halt TM, Thermo Scientific, Cat. #78420 

Cocktail Inhibidor de Proteasas Halt TM, Thermo Scientific, Cat. #78430 

D-(+)-Galactosa, SIGMA, Cat. #G-0625 

D-(+)-Glucosa, SIGMS, Cat. #8270-10KG  

Dodecil sulfato de sodio (SDS), SIGMA, Cat. #L4509 
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Etanol (CH3CH2OH), J. T. Baker, 9014-03 

Factor de crecimiento de hepatocitos recombinante de humano (HGF),  

o Preprotech, Cat. #100-39 Lote #0510S201-2 (5 ng/uL). 

o SIGMA, Cat. #H9661. 

Fluoruro de Sodio (NaF), Reasol. 

Fosfato de potasio dibásico (K2HPO4), J. T. Baker, Cat. #3252-01  

Fosfato de potasio monobásico (KH2PO4), Monterrey, Cat. #3586  

Fosfato de sodio dibásico (Na2HPO4), J. T. BAKER, Cat #3828-01 

Fosfato de sodio monobásico monohidratado (NaH2PO4 · H2O), J. T. Baker, Cat. 

#3818-10  

Glicerol, J. T. Baker, Cat. # 2136-01 

Glicina, BIORAD, Cat. #161-0718 

IGEPAL, SIGMA, Cat. #I-3021  

Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate, Millipore, Cat. #WBKL S01 

00 

Iodoacetamida (IA), SIGMA, Cat. #I-6125. 

L-Cisteína HCl Monohidratada, SIGMA, Cat. #C7880-500G 

Marcadores de peso molecular: Precision Plus Protein™ Dual Color Standards, 

BIO-RAD, Cat. #161-0374 

Metanol (CH3OH), J. T. Baker,  9070-03 

N,N'-metilenbisacrilamida (bis-acrilamida) (C7H10N2O2), BIO-RAD, Cat. #161-0201 

Nitrato de plata (AgNO3), J. T. Baker, Cat. #3426-04 

Nonidet P40 (NP40) Substitute, Fluka BioChemika, Cat. #78385  

Paraformaldehido, SIGMA, Cat. #P-6148 
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Persulfato de amonio (APS), BIO-RAD, Cat. #161-0700 

Ponceau S, SIGMA, P-7170   

Suero Bovino, Biowest, Cat. #S0250-500  

Suplemento de vitaminas Diamond 

TEMED (tetrametiletilendiamina), BIO-RAD, Cat. #161-0801  

Tris, Trizma base, SIGMA, Cat. #T-1503 

Tween 20, SIGMA, Cat. #P5927-100ML 

 

o SOLUCIONES 

Buffer de lisis amebiano (1 mL) 

Este buffer se prepara a partir de soluciones stock de IA y EDTA, dependiendo el 

volumen que ocupa el botón celular de trofozoitos, se calcula el volumen necesario 

de estos inhibidores para llegar a la concentración deseada en un volumen final de 

1 mL. 

Reactivo Concentración inicial (mM) Concentración final (mM) 

EDTA 1000 10 
IA 1000 100 
PBS-A c.b.p. 

 

Buffer de Lisis (1 mL) 

Este buffer de lisis, se prepara a partir de soluciones stock previamente 

preparadas como se indica en la siguiente tabla. 

Reactivo Conc. Inicial Volumen (uL) Conc. final 

Tris pH 7 1000 mM 10 10 mM 

NaCl 1000 mM 150 150 mM 

Cocktail Inhibidor de 
Fosfatasas Halt TM 

100 x 10 1 x 
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Cocktail Inhibidor de 
Proteasas Halt TM 

100 x 10 1 x 

NaF 100 mM 100 10 mM 

NP40 100 x 10 1 x 

EDTA 50 mM 20 1 mM 

H2O  c.b.p. 1000 uL  

 

 

Buffer de Lisis Suplementado (1 mL) 

Este buffer de lisis, se prepara a partir de soluciones stock previamente 

preparadas como se indica en la siguiente tabla 

Reactivo Conc. Inicial Volumen (uL) Conc. final 

Tris pH 7 1000 mM 10 10 mM 

NaCl 1000 mM 150 150 mM 

Cocktail Inhibidor de 
Fosfatasas Halt TM 

100 x 10 1 x 

Cocktail Inhibidor de 
Proteasas Halt TM 

100 x 10 1 x 

NaF  100 mM 100 10 mM 

NP40 100 x 10 1 x 

EDTA 500 mM 20 10 mM 

IA 1000 mM 50 50 mM 

H2O  c.b.p. 1000 uL  

 

Buffer de lavado (5 mL) 

Este buffer de lavado, se prepara a partir de soluciones stock previamente 

preparadas como se indica en la siguiente tabla 

Reactivo Conc. Inicial (M) Volumen (uL) Conc. final (M) 

Tris 1 250 0.05 

NaCl 1 750 0.15 
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EDTA 0.050 1000 0.010 

NP40 N/A 50 1% 

H2O  c.b.p.  1000 uL  

                     

Buffer cocktail 

Reactivo Volumen (mL) Conc. final 

H2O 4.8 N/A 

Tris 0.5 M pH 6.8 1.2 0.06 M 

SDS 10 % 2.0 2 % 

Glicerol 1.0 10 % 

Azul de Bromofenol 1% 0.5 0.025 % 

 

Tomar 950 uL de esta solución y agregar 50 uL de H2O para condiciones no 

reductoras o 50 uL de β-mercaptoetanol para condiciones reductoras. 

Geles de poliacrilamida/bis-acrilamida 

 Gel concentrador 5% Gel Separador 7.5 % 

Grosor del gel 1 o 1.5 mm 1 mm 1.5 mm 

Reactivo Volumen (mL) 

Acrilamida/Bis-
acrilamida (30%/0.8) 

1.66 3.75 5 

H2O 5.7 5.7 7.6 

Tris 0.5 M pH 6.8 2.5   

Tris 1.5 M pH 8.8  3.75 5 

Glicerol  1.6 2.13 

SDS 10% 0.100 0.150 0.200 

APS 10% 0.0335 0.050 0.066 

TEMED 0.015 0.015 0.020 
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Buffer de corrida (1L) 

Reactivo Concentración 

Tris (Trizma base) 25 mM 

Glicina 192 mM 

SDS 0.1 %  (v/v) 

 

Buffer de transferencia (1L) 

Reactivo Concentración 

Tris (Trizma base) 25 mM 

Glicina 192 mM 

Metanol 20 % (v/v) 

 

Azul de bromofenol 0.1 % 

1) Disolver 5 mg en 5 mL de H2O.  

2) Filtrar la solución. 

Nitrato de plata 20% (solución stock) 

Disolver 10 g de AgNO3 en agua desionizada y llevar a un volumen final de 50 mL. 

Nitrato de plata 0.1% 

Disolver 250 uL de la solución stock de AgNO3 (20%) en 50 mL de agua 

desionizada. 

Persulfato de Amonio (APS) 10% 

Disolver 100 mg de APS en un volumen final de 1 mL de agua desionizada. 
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TBS  

Reactivo Concentración (M) 

Tris pH 7.2 0.01 

NaCl 0.15 

 

TBS - T  

Reactivo Concentración (M) 

Tris pH 7.2 0.01 

NaCl 0.15 

Tween-20 0.125 % (v/v) 

 

 

Stock de Tris 1.0 M pH 7.2 

o Disolver 60.05 g de Trizma base en 500 mL de H2O 

o Llevar a pH 7.2 con ayuda de HCl. 

Stock de Tris 1.5 M pH 8.8 

o Disolver 18.17 g de Trizma base en 100 mL de H2O. 

o Llevar a pH con ayuda de HCl. 

Stock de Tris 0.5 M pH 6.8 

o Disolver 18.17 g de Trizma base en 100 mL de H2O. 

o Llevar a pH con ayuda de HCl. 

Cloruro de Sodio (NaCl) 1M 

o Disolver 29.22 g de NaCl en 500 mL de H2O. 

Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) 1 M  

o Disolver 1.486 g de EDTA en H2O.y llevar a un volumen final de 3 mL. 
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Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) 50 mM 

o  Disolver 1.040 g de EDTA en H2O.y llevar a un volumen final de 50 mL. 

Iodoacetamida (IA) 1 M 

o Disolver 184.9 mg de IA en H2O.y llevar a un volumen final de 1000 uL. 

 

Buffer de fosfatos amebiano (PBS-A): 

Solución A: Fosfato de sodio monobásico (H2PO4Na) 0.15 M 250 mL 

Solución B: Fosfato de sodio dibásico (HPO4Na2) 0.15 M  500 mL 

Se titula la solución B con A hasta obtener un pH de 7.2 (Buffer de fosfatos) 

Después se mezclan 100 mL de este buffer de fosfatos con 500 mL de Na Cl 0.18 

M, aforándose a 1,000 mL. 

 

 

Medio TYI (1 L) 

Disolver en 500 mL de agua bidestilada: 

Reactivo Cantidad (g) 

Biosate 30 

D-(+)-Glucosa 10 

 

Por otra parte, disolver en 100 mL de agua bidestilada: 

Reactivo Cantidad (g) 

K2HPO4 1 

KH2PO4 0.6 

NaCl 2.9 

L-Cisteína 2.9 

Ácido ascórbico 0.2 
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Mezclar las dos soluciones preparadas anteriormente y agregar 22.5 mg de citrato 

de amonio férrico (FaC) 

 

Esterilizar la solución obtenida a 121 °C durante 20 min. 

 

Agregar 3% (v/v) de suplemento de vitaminas de Diamond y de requerirse, 

agregar 10% (v/v) de suero bovino. 
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ANEXO III 

CÁLCULOS 

CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 

 

1) Cuantificación de proteínas de lisado total amebiano 

10 - julio - 2015 

BSA (ug) Abs 

0.5 0.023 

0.5 0.04 

1 0.08 

1 0.07 

2.5 0.134 

2.5 0.131 

5 0.274 

5 0.286 

10 0.474 

10 0.48 

20 0.88 

20 0.901 

40 1.565 

40 1.596 

Pendiente 0.0391 

Ordenada 0.0542 

r² 0.9951 

r 0.9976 

Muestras Absorbancia 
(562 nm) 

Cantidad proteína 
(ug) 

Volumen de mta. 
(uL) 

Concentración 
(ug/uL) 

LT Amebiano (1) 1.327 32.57 25 13.03 

LT Amebiano (2) 2.167 54.06 50 10.81 

   Promedio 11.92 

 

Se cargaron en los pozos correspondientes del gel de poliacrilamida: 

4.5 uL de lisado total (≈ 50 ug), junto con 4.5 uL de Buffer cocktail 2x. 
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2) Cuantificación de proteínas de lisado total de HepG2 

 

14 - marzo - 16 

BSA (ug) Absorbancia (562 nm) 

1 0.05 

1 0.053 

5 0.211 

5 0.222 

10 0.409 

10 0.457 

40 1.476 

40 1.566 

Pendiente 0.0374 

Ordenada 0.0324 

r² 0.9972 

r 0.9986 

Muestras Absorbancia (562 nm) Concentración (ug/uL) 

HepG2 (1) 2.416 6.38 

HepG2 (2) 2.111 5.56 

 Promedio 5.97 

 

Se cargaron en los pozos correspondientes del gel de poliacrilamida: 

12 uL de lisado total (≈ 71 ug), junto con 12 uL de Buffer cocktail 2x. 
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3) Cuantificación de proteínas de lisado total proveniente de cocultivo 

HepG2:Trofozoitos, posterior inmunoprecipitación y tinción de plata. 

 

19 - mayo - 16 

BSA (ug) Absorbancia (562 nm) 

0.5 0.037 

0.5 0.043 

2.5 0.094 

2.5 0.077 

10 0.365 

10 0.366 

40 1.248 

40 1.194 

Pendiente 0.0299 

Ordenada 0.0316 

r² 0.9972 

r 0.9986 

Muestras Absorbancia (562 nm) Concentración (ug/uL) 

Cocultivo (1) 2.812 9.29 

Cocultivo (2) 2.893 9.56 

 Promedio 9.43 

 

Para realizar la inmunoprecipitación correspondiente, se tomaron 110 uL de lisado 

total de cocultivo (≈ 1000 ug). 
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4) Cuantificación de proteínas de lisado total proveniente de cocultivo 

HepG2:Trofozoitos, posterior inmunoprecipitación y análisis de Western 

blot. 

 

30 - mayo -17 

BSA (ug) Absorbancia (562 nm) 

1 0.043 

5 0.205 

5 0.319 

10 0.478 

10 0.496 

40 1.484 

40 1.545 

Pendiente 0.0361 

Ordenada 0.0799 

r² 0.9918 

r 0.9959 

Muestras Absorbancia (562 nm) Concentración (ug/uL) 

Cocultivo (1) 0.765 18.96 

Cocultivo (2) 0.628 15.17 

 Promedio 17.06 

 

Para realizar la inmunoprecipitación correspondiente, se tomaron 59 uL de lisado 

total de cocultivo (≈ 1000 ug). 
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DETERMINACIÓN DE PESOS MOLECULARES 

Esta técnica permite estimar el peso molecular (PM) de una proteína, comparando 

su movilidad electroforética con las de proteínas de PM conocido. Esto se puede 

utilizar en geles teñidos con Coomassie, plata o bien en membranas de 

transferencia. 

Para realizar esta determinación, se compara el Rf de la proteína cuyo PM es 

desconocido con el de las proteínas de referencia con PM conocido. 

El Rf es el parámetro experimental asociado a esta técnica, y se define como: 

    
                                    

                                           
 

El frente de avance se determina, en un gel, por la posición de un compuesto de 

referencia de movilidad máxima como el colorante azul de bromofenol; así como el 

borde de la membrana de transferencia, según corresponda el caso. 

Se mide la distancia recorrida por el frente de avance (Df) y de cada proteína (Dp). 

    
  

  
 

El Rf es inversamente proporcional al logaritmo del PM conocido. Se realiza una 

gráfica (x = Rf, y = log PM) obteniendo la ecuación de la recta para posteriormente 

interpolar el valor de Rf de la proteína de interés y así obtener el PM 

correspondiente. 
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