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RESUMEN 

 
Entamoeba histolytica es el agente etiológico de la amebiasis intestinal. 

Durante la patogénesis de la enfermedad, este protozoo interacciona con varios 
ambientes dentro del hospedero, migrando a diferentes compartimentos como el 
epitelio intestinal, la vena porta y la microcirculación en hígado. Lo anterior, involucra 
varios procesos celulares como la adhesión a mucinas, a neutrófilos y a células 
epiteliales, y la eritrofagocitosis, faciltando con ello la invasión y destrucción celular. 
Para infectar al hospedero, E. histolytica lleva a cabo procesos que requieren la 
remodelación de su propio citoesqueleto, lo que implica la reorganización de las 
fibras de actina. Sin embargo, poco se sabe acerca de los factores externos que 
influyen en el proceso, por ejemplo como influye el pH en la remodelación del 
citoesqueleto del parásito o la morfología celular. Tal influencia llega a ser relevante 
dado el gradiente del pH que la amiba hace frente al pasar a través del moco 
colónico humano durante la infección. En este estudio, analizamos la proliferación 
celular, la reorganización de las fibras de actina y otras estructuras de actina, así 
como la forma celular durante la adhesión a la fibronectina y la eritrofagocitosis en 
trofozoitos en diferentes condiciones de pH externo (6.0, 6.5, 6.8, 7.5, 8.0). 
Encontramos que la mejor condición de pH externo para realizar tales funciones era 
6.8. En pH ácido, los trofozoitos presentaron fibras de actina mejor definidas que 
formaban una red más compacta, mientras que en pH alcalino, las fibras se 
reorganizaron, formando una red más suelta y menos definida. Del mismo modo, el 
número de puntos de actina también se incrementó de pH ácido a pH alcalino. Así 
mismo al determinar la fagocitosis en suspención identificamos que a los diferentes 
pHs evaluados los trofozoitos se observaron planos en condiciones de alcalinidad 
mientras que, en acidez estos se observaron más esféricos, en el cual la forma y 
volumen no tuvo relación significativa. Finalmente, en este trabajo se mostró que 
proteínas importantes en la regulación en la polimerización/despolimerización de 
actina para la formación de diversas estructuras como son “profilina y cofilina”, no 
tienen participación relevante durante la fagocitosis, y por primera vez se identificó 
actina filamentosa en el núcleo de trofozoitos de E. histolytica. En conclusión, el pH 
externo influye en la proliferación de las amibas y promueve la reestructuración 
dinámica de su citoesqueleto, permitiéndoles llevar a cabo sus funciones. 

  



 

 

ABSTRACT 

 
Entamoeba histolytica is the etiological agent of intestinal amebiasis. During 

the pathogenesis of the disease, this protozoon interacts with various environments 

within the host migrating through different compartments such as the intestinal 

epithelium, portal vein, and the microcirculation of the liver, involving various cellular 

processes such as adhesion to mucins, neutrophils, epithelial cells, 

erythrophagocytosis, that facilitate cell invasion and tissue destruction. To infect the 

human host, Entamoeba histolytica carries out processes requiring remodeling its 

cytoskeleton, which involves reorganizing the actin fibers. However, little is known 

about the external influence factors, e.g., the pH, on the parasite's cytoskeleton 

remodeling or cell morphology. Such influence becomes relevant given the pH 

gradient that the amoeba copes with when going through the human colonic mucus 

during infection. Therefore, we analyzed the proliferation, the reorganization of the 

actin fibers, and other actin structures and cell shape during adhesion to fibronectin 

and erythrophagocytosis in trophozoites at different external pH conditions (6.0, 6.5, 

6.8, 7.5, 8.0). We found that the best condition of external pH to perform such 

functions was 6.8. At acid pH, the trophozoites presented better-defined actin fibers 

that formed a more compact network, while at alkaline pH, the fibers reorganized, 

forming a looser and less-defined network. Similarly, the number of actin dots also 

changed from acid to alkaline pH. Also, in our results during phagocytosis, we 

identified that the cells were flat in alkaline conditions at the different pHs evaluated. 

On the other hand, in acidity, the cells were observed as more spherical, where the 

form and volume had no significant relationship. Finally, this work showed that 

essential proteins in the regulation during the polymerization /depolymerization actin 

for the formation of various structures, such as "profilin and cofilin," have no relevant 

participation during phagocytosis. Furthermore, in this work, for the first time, we 

identified filamentous actin in the nucleus of the trophozoites of E. histolytica. In 

conclusion, the external pH alters the proliferation of the amoebas and promotes the 

dynamic restructuration of their cytoskeleton, allowing them to carry out their 

functions. 
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I. INTRODUCCIÓN 

I.1 Antecedentes Generales 

Entamoeba histolytica 

Entamoeba histolytica es un eucariota perteneciente al reino Protista, filo 

Amoebozoa, orden Mastigamoebida, género Entamoeba (Araujo B.J. y Urdaneta H., 

2020). Carece de mitocondrias, peroxisomas y un aparato de Golgi bien 

desarrollado. Es el agente causal de la amebiasis colonizando la mucosa intestinal 

del colon, siendo la forma de presentación más común la disentería amebiana, 

aunque también produce la amebiasis extraintestinal en humanos (Cui Z., et al., 

2019).  Alrededor de una décima parte de la población mundial está infectada con 

E. histolytica, causando de 40,000 a 100,000 muertes al año,  (Chacin-Bonilla, 2015; 

Cui Z., et al., 2019) a consecuencia de complicaciones graves asociadas con la 

enfermedad invasiva intestinal o extraintestinal  (Ximénez C. et al., 2010). Cada año 

se estima que se producen 500 millones de infecciones por amebas, de las cuales 

50 millones de las personas están infectadas con E. histolytica, no obstante, sólo 5 

millones presentan síntomas, desarrollando la enfermedad y de ellos un 2% de los 

casos, el parásito se propaga a través de circulación portal hacía el hígado y otros 

órganos (Rivero ZC, et al., 2021). La amebiasis se considera la tercera parasitosis 

causante de mortalidad mundial después de la malaria y la esquistosomiasis 

(Dominguez M., 2018). En México, según el sistema nacional de vigilancia 

epidemiológica reportó que la amebiasis intestinal ocupa el vigésimo lugar en 

prevalencia en 2021 con 111,941 casos nuevos. 

E. histolytica se presenta en tres estadios morfológicos: trofozoíto, pre-quiste 

y quiste. El primero concierne al estado vegetativo y móvil el cual ha sido encontrado 

en materias fecales de pacientes sintomáticos cuyo diámetro corresponde a 10-60 

micras y realiza movimientos peculiares mediante la emisión de los seudópodos 

digitiformes, alargados y anchos. Se reproducen por fisión binaria, tanto en el 

intestino como en otros órganos del hospedero. El pre-quiste es una forma que 

surge cuando cambian las condiciones del medio ambiente en el que se desarrolla 
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el trofozoíto, por ello éste comienza a inmovilizarse y deja de emitir seudópodos, 

pierde la forma irregular y se hace esférico, con una pared quística (Chávez 

Munguía B., y González Robles A., 2013). El quiste es la forma infectante en el cual 

el núcleo se divide en dos y luego en cuatro hasta su maduración, mide 5-20 micras 

de diámetro. En la luz del intestino, es que el trofozoíto puede enquistarse posterior 

a su multiplicación (Aguila-Diaz H, et al.,2011; Watanabe, K., et al., 2014) (Figura 1)  

 

  

Figura 1. Trofozoíto y quiste de Entamoeba histolytica. A) Trofozoíto observado 
a través del microscopio electrónico de barrido. B) Corte fino de un trofozoíto en el 
que se aprecia el núcleo (N) y algunas vacuolas (V). Microscopía electrónica de 
transmisión. A’) Quistes de Entamoeba histolytica . Se observa la superficie rugosa 
de la pared del quiste por microscopía de barrido. B’) En el citoplasma de un quiste 
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tratado con rojo de rutenio se observan vacuolas, el núcleo (N), dos cuerpos 
cromatoides y la pared del quiste (PQ). Barra = 1 micrómetro. (Chávez Munguía B., 
y González Robles A., 2013) 

 

I.2 Ciclo de vida 

La infección amebiana se inicia por la ingestión oral de quistes, provenientes 

de alimentos o agua contaminada con heces. Según su grado de madurez, 

presentan de uno a cuatro núcleos y una capa gruesa de quitina que le permite 

resistir a las condiciones adversas del ambiente y al pH ácido del estómago. 

Después de la ingestión, la pared quística (cubierta de quitina) de los quistes se 

reblandecen por la acción de los jugos gástricos en el estómago; en el intestino los 

jugos duodenales hacen posible la eliminación de esta pared. Después, en el 

intestino delgado ocurre el desenquistamiento y la división, mediante la cual cada 

quiste tetranucleado da lugar a ocho trofozoítos. En el intestino grueso, los 

trofozoítos proliferan y por mecanismos aún desconocidos algunos se vuelven a 

enquistar. Finalmente, al salir junto con la materia fecal, los quistes están listos para 

reiniciar su ciclo biológico. (Mi-ichi F, et al., 2016; Saavedra Emma and Olivos 

García Alfonso, 2017). 

Los trofozoítos pueden vivir y multiplicarse de manera indefinida dentro de 

las criptas de la mucosa del intestino grueso, colonizando ciertas regiones del colon 

y formando nuevamente quistes, los cuales serán liberados en las heces de los 

individuos parasitados, pudiendo sobrevivir semanas en el medio ambiente. El 

parásito puede colonizar a nivel intestinal o bien puede diseminarse e invadir otros 

órganos vitales como el hígado, el cerebro o los pulmones. A nivel intestinal produce 

ulceraciones de poco tamaño (algunos milímetros) en forma de botón de camisa y 

otros de mayor tamaño de forma irregular. También pueden atravesar las paredes 

del intestino hasta llegar al torrente sanguíneo e introducirse en la circulación 

enterohepática; una vez en el hígado permanecen causando lesión. Salen de ese 
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órgano por lisis de tejido hepático hasta el rompimiento de la cápsula de glisson 

para así invadir otros tejidos cercanos (Figura 2) (Romero Cabello Raúl, 2008). 

 

 

 

Figura 2. Ciclo de Vida de E. histolytica. (1) El ciclo comienza cuando el hombre 
ingiere los quistes provenientes de alimentos y agua contaminada con materia fecal. 
Una vez dentro los quistes se desenquistan en el intestino delgado (2), donde dan 
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lugar a la forma infectiva, el trofozoíto (3), los trofozoítos migran a través del intestino 
grueso donde cada trofozoíto da lugar a un quiste con cuatro núcleos (4), los cuales 
son eliminados con las heces, donde contaminan agua y alimentos. Los trofozoítos 
pueden vivir como comensales en el lumen del intestino grueso (A. Colonización no-
invasiva) o pueden invadir la mucosa intestinal y generar lesiones (B. Amibiasis 
Intestinal). Los trofozoítos también pueden invadir otros órganos, como hígado, 
pulmón y cerebro (C. Amibiasis Extra-Intestinal).( 
https://www.cdc.gov/dpdx/amebiasis/modules/Amebiasis_LifeCycle_lg.jpg) 

 

I.3 Epidemiología y patología 

La amebiasis es una de la parasitosis universal. Las enfermedades diarreicas 

son la causa principal de muerte de niños en países como Bangladesh, donde uno 

de cada diez niños muere antes de cumplir cinco años, sin embargo, ahora es 

posible llegar a una mejor estimación de los casos de amebiasis a través de pruebas 

diagnósticas más eficaces (Olivos García A. et al., 2011). En países en vías de 

desarrollo se han realizado pocos estudios al respecto, con una prevalencia del 1% 

al 40% en América Central y América del Sur, Asia y África, y del 0,2% al 10,8% en 

países industrializados. En México, Brasil, Nicaragua y Ecuador, se han observado 

porcentajes de infección con E. histolytica hasta del 13,8% y con E. dispar del 2,8% 

al 7,5% (Chacín Bonilla, 2013). El género Entamoeba está conformado de muchas 

especies, de las cuales Entamoeba histolytica, Entamoeba dispar, Entamoeba coli, 

Entamoeba hartmanni y, en mucha menor medida, Entamoeba moshkovskii y 

Entamoeba polecki, han sido encontrados en el tracto intestinal humano. Los quistes 

de E. histolytica, E. dispar y E. moshkovskii son morfológicamente indistinguibles, 

pero estas especies son bioquímica y genéticamente diferentes (Haque R., et al., 

2003; Chacín Bonilla, 2013). Aunque E. dispar se considera no patógena, se ha 

reportado que E. dispar puede ser agente causal de ocasionar síntomas intestinales 

y extra-intestinales en conejillos de indias (Costa CA, et al., 2010). La forma 

invasiva, el trofozoíto de E. histolytica induce generalmente una infección aguda, 
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ocasionando disentería o diarrea sanguinolenta, colitis fulminante, apendicitis 

amibiana y ameboma del colon (Espinosa M. Cantellano, et al., 2000). 

La disentería amebiana es una enfermedad intestinal invasiva que se 

desarrolla días después de la infección inicial, se caracteriza por que se produce 

diarrea sanguinolenta copiosa, y dolor abdominal difuso, los enfermos llegan a tener 

de 3 a 5 deposiciones mucosanguinolentas diarias presentando fiebre, que no es lo 

habitual y dolor agudo. La colitis amibiana fulminante (CAF) es la forma más severa 

de la patología, donde quienes la padecen presentan una fatalidad del 50 – 100 % 

(Chacín Bonilla, 2013) y presenta lesiones ulcerosas necróticas y el infectado realiza 

20 o más deposiciones. Los amebomas son lesiones seudo tumorales conformadas 

por necrosis, ulceración, edema, fibrosis e infiltrado inflamatorio agudo y crónico, en 

mucosa y submucosa (Ximénez, et al., 2010). 

El absceso hepático amebiano (AHA) se produce cuando hay una 

diseminación del parásito por la vena porta del hospedero, éste comienza cuando 

hay infiltración de los neutrófilos que son lisados por los trofozoítos y destruyen los 

hepatocitos (Marie, C. y W.A. Petri, 2014). La presentación clínica de la AHA es muy 

variable y por lo general incluye hepatomegalia dolorosa y dolor en el cuadrante 

superior del hígado. A diferencia de la colitis amibiana, el AHA suele ir acompañado 

de fiebre, así como de rigidez en los músculos, tendones y demás tejidos fibrosos, 

escalofríos y sudoración profusa (Ralston, K.S. y W.A. Petri, 2011). Éste es casi 

siempre único y se presenta en el lóbulo derecho debido al patrón de flujo sanguíneo 

porta secundario, puede presentar complicaciones serias como ruptura del 

pericardio, mediastino, pleura, pulmón o peritoneo o la fistulización a la piel (Pritt., 

and Clark G.C., 2008). Un buen modelo animal de estudio para el AHA es el 

hámster, en este modelo ha sido posible la formación del AHA (Marie, C. y W.A. 

Petri, 2014), haciendo posible la descripción de la evolución de esta enfermedad 

parasitaria, aunque también se han reportado trabajos de absceso hepático 

amebiano en un modelo murino con inmunodeficiencia severa combinada (Pérez-

Tamayo, R., et al., 2006). 
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I.4 Patogenicidad y virulencia de E. histolytica. 

E. histolytica fue nombrada así dada su extraordinaria característica de 

destruir los tejidos del huésped (Naous A., et al., 2013). La patogenicidad de los 

trofozoítos en E. histolytica ha sido atribuida a la capacidad del parásito para 

fagocitar y su habilidad para invadir, donde la destrucción tisular está determinada 

por la expresión y actuación de una serie de proteínas y de mecanismos importantes 

para su virulencia, tal es el caso de la adhesión mediada por el reconocimiento de 

receptores específicos de superficie, citólisis de células del hospedero por contacto, 

fagocitosis de células blanco y la migración celular. (X. Que y Reed S.L., 2000; 

Olivos García A. et al., 2011). Durante cada uno de ellos, se requiere de la 

participación del citoesqueleto de actina (Tavares et al., 2000). 

En la amebiasis, las moléculas de superficie son quienes controlan la 

adherencia, señalización, ingestión y la modulación de la respuesta inmune. 

Durante la adhesión, la lectina tiene un papel importante, es una glucoproteína 

multimérica de 260 kDa que reconoce residuos de galactosa/N-acetil-D-

galactosamina (Gal/GalNAc) en las glucoproteínas del mucus (de la mucosa) o de 

la matriz extracelular, lo que hace posible la adhesión de la ameba al mucus del 

colon, en primer lugar, y posteriormente a las células del hospedero (Biller, L., et al., 

2014). Se encuentra localizada en la membrana plasmática y se caracteriza por ser 

un heterodímero constituido por una cadena pesada (170 kDa) y una ligera (31 kDa) 

unidas entre sí por puentes disulfuro y asociadas a una subunidad intermedia (150 

kDa). La presencia de puentes disulfuro hace que la proteína se pliegue sobre si 

misma confiriéndole una estructura resistente a proteasas (Petri WA, Jr, Haque R, 

Mann BJ., 2002). La subunidad pesada contiene el dominio de adherencia, sitio de 

reconocimiento de carbohidratos (Gilchrist CA, Petri WA., 1999). La subunidad 

ligera contribuye a la regulación de la adherencia y a la señalización de eventos 

asociados con la virulencia (Petri WA, Jr, Haque R, Mann BJ., 2002). Y la subunidad 
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intermedia está asociada mediante enlaces no covalentes al heterodímero formado 

por la subunidad pesada y la ligera. El bloqueo de esta subunidad con anticuerpos 

monoclonales inhibe la adhesión del trofozoíto (Lee YA, et al., 2015). Además, la 

lectina tiene un parecido estructural con CD59, que protege al parásito de la 

actividad lítica del complemento, inhibiendo el complejo de ataque al unirse al 

componente C9 del mismo (Shirley, D.T., et al., 2018). 

Otra molécula relevante es la adhesina EhADH112, la cual es parte del 

complejo inmunogénico EhCPADH, conformado de proteínas heterodiméricas de 

124.6 kDa de peso molecular, localizado en la membrana plasmática y en vacuolas 

citoplasmáticas. La adhesina EhADH112 está involucrada en la ingestión de las 

células diana por los trofozoítos. Por tal motivo es considerada una fagosina y se ha 

involucrado en la fagocitosis mientras que, al complejo EhCPADH se le ha implicado 

en la adhesión y en el efecto citopático (Bañuelos et al., 2012). 

En el genoma de E. histolytica se han descrito 80 genes que codifican para 

proteasas; de ellos 50 codifican para proteasas de cisteína (CP). De éstas, sólo 

cuatro proteínas, EhCP1, EhCP2, EhCP5 y EhCP7 son altamente expresadas en 

cultivo y en conjunto, tienen un 90% de actividad proteolítica y son capaces de 

actuar sobre diversos sustratos del hospedero incluyendo mucinas, colágeno, 

matriz extracelular, etc (Faust D.M., Guillen N., 2012). Están localizadas dentro de 

las vacuolas digestivas, excepto, la EhCP5 y EhCP112 que están presentes en la 

superficie del trofozoíto. La alta concentración de EhCP5 en cepas invasivas se ha 

relacionado a una mayor participación en la virulencia del parásito en comparación 

con las otras, esto debido a que tiene la capacidad para unirse a integrinas vía 

dominio RGD y, además, ya se ha demostrado que rompe la capa de mucina 2, 

componente principal del mucus en su dominio carboxi-terminal, favoreciendo la 

invasión y la formación del AHA (He, C., et al., 2010; Kantor M., 2018).  

E. Histolytica posee una familia de pequeños péptidos anfipáticos que al 

unirse forman un agregado intracitoplasmático, de alto peso molecular 92 kDa 
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denominado Amebaporo, está integrado por 77 aminoácidos. Se encuentra en 

vesículas internas y es secretado al exterior. Tienen la capacidad de formar canales 

iónicos o microporos en las membranas lipídicas de las células del hospedero y 

requieren un pH de 5.2 para su actividad formadora de poros, como el pH 

encontrado en el intestino (Andrä et al., 2003). A través de estos poros se difunden 

el agua, los iones (salida de Na+ y K+ y entrada de Ca+2); en consecuencia, el medio 

celular interno cambia y se produce la lisis celular por choque osmótico (Bansal, D., 

et al., 2009). Se ha demostrado que la muerte celular de los tejidos del hospedero 

en la amebiasis invasiva ocurre inicialmente por la necrosis lítica mediada por los 

amebaporos en los gránulos citoplasmáticos, secretados por la amiba después del 

contacto (Ralston y Petri Jr., 2011; Cobo, E.R., et al., 2018). Se ha postulado que 

los trofozoítos de E. histolytica son resistentes a la actividad de los amebaporos, ya 

que su membrana celular posee fosfolípidos neutros que impiden la unión de los 

polipéptidos. En E. dispar se ha identificado la presencia de amebaporos en menor 

concentración y con menor actividad biológica, lo que se cree tiene un impacto en 

la carencia de capacidad patógena de esta especie (Ralston y Petri Jr., 2011; 

Ralston et al., 2014).  

Por otra parte, durante la lisis tisular, la fosfolipasa A de la membrana de E. 

histolytica participa en la lisis de leucocitos en las zonas donde está teniendo lugar 

la invasión (Ralston y Petri Jr., 2011). Esta enzima es dependiente de la presencia 

de iones de calcio. Se ha visto que la actividad de la fosfolipasa A se incrementa al 

estar presente los amebaporos ya que estos hacen más accesibles a los fosfolípidos 

de las membranas de las células diana (Cobo, E.R., et al., 2018).  

En la invasión celular, la fagocitosis es un proceso activo que involucra la 

ingestión de las células muertas y la polimerización de actina (Sateriale, A., y C.D. 

Huston, 2011). La fagocitosis está muy ligada a su capacidad invasiva y se 

encuentra involucrada en el proceso de apoptosis, con la finalidad de limpiar sin 

provocar una respuesta inflamatoria, es decir limitando la respuesta por los 

componentes tóxicos liberados de las células muertas y permitir que este parásito 
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establezca una infección persistente (Sateriale, A., y C.D. Huston, 2011). Además 

de, fagocitar bacterias para la adquisición de nutrientes, por tal motivo, la fagocitosis 

es un proceso fundamental para el desarrollo y la supervivencia de E. histolytica. 

(Sateriale, A., et al., 2012).  De manera similar, las células muertas del hospedero 

son fagocitadas por E. histolytica mediante la exposición de la fosfatidilserina, que 

se expresa en grandes cantidades en la superficie de las células apoptóticas para 

llevar a cabo la fagocitosis (Begum et al., 2015).  

Recientemente, se describió un nuevo mecanismo de muerte celular por E. 

histolytica mediante mordiscos, donde posterior de la adhesión a las células del 

hospedero, los trofozoítos ingieren partes separadas de las células del hospedero; 

a este proceso se le denominó “trogocitosis amebiana” y se caracteriza por ser muy 

rápida, causando la muerte de las células debido a los altos niveles intracelulares 

de calcio y evidenciada por la pérdida de la integridad membranal (Ralston et al., 

2015). 

No obstante, en la actualidad, se considera que el principal responsable de 

la destrucción de tejido que caracteriza a esta enfermedad es la respuesta 

inflamatoria del hospedero, donde no solamente participa en la destrucción tisular, 

sino que además crea un microambiente bajo de oxígeno (hipoxia), lo cual es 

favorable para la sobrevida del parásito (Olivos García A., et al., 2007; Saavedra E., 

y Olivos García A., 2017). Por otra parte, hoy en día, no se descarta la intervención 

de otras moléculas como las esfingomielinasas, enzimas que catalizan la hidrólisis 

de esfingomielina (SM) produciendo ceramida, la cual está involucrada en diferentes 

procesos celulares como la apoptosis, lisis y proliferación celular (Urquita Ramírez, 

2018; Hernández Salas C., et al., 2020). 

I.5 Citoesqueleto de actina 

La célula eucariota ha desarrollado a lo largo de la evolución una compleja 

red o esqueleto celular, denominado citoesqueleto, el cual es imprescindible para el 

mantenimiento de la morfología celular, así como para realizar diversas funciones 
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como la migración y división celular. El citoesqueleto está constituido por tres tipos 

de fibras: los microtúbulos que son filamentos de mayor diámetro (25 nm), están 

conformados de la proteína tubulina. Los filamentos intermedios su nombre está 

dado por el diámetro medio (10 nm) entre los microtubulos y los filamentos de actina, 

su composición es más heterogenea ya que depende de la subunidad que lo 

conforma, la cual varía en función del tejido. Y los filamentos de actina o 

microfilamentos, tienen el menor diámetro, entre 7 a 9 nm, están conformados por 

subunidades monoméricas de actina globular. Y cada una de estas fibras realizan 

diferentes funciones (Dos Remedios et al., 2003).  

El citoesqueleto de actina está formado por microfilamentos producto de la 

polimerización de actina, siendo la actina el componente esencial (Fujiwara y col., 

2007). Esta red es una estructura altamente dinámica y es regulada por diversas 

proteínas, proteínas relacionadas a actina (ARPs), proteínas de unión (ABPs) a 

actina (G-actina) o filamentosa (F-actina). Además, la red de microfilamentos puede 

organizarse en distintas formas (figura 3) como redes cruzadas y ramificadas, 

paquetes paralelos y antiparalelos, además de estructuras contráctiles, permite que 

la célula adquiera diversos tipos de estructuras dependiendo del requerimiento de 

la misma, como el córtex o fibras de estrés (las cuales nacen a partir de agregados 

de núcleos de G-actina denominados puntos de actina), que cubre la membrana 

plasmática de la célula importante para el mantenimiento de la morfología celular  

(Bill Wickstead and Keith Gull, 2011). 

En el frente de la célula, se pueden encontrar redes cruzadas y ramificadas 

de filamentos de actina conformando una estructura laminar conocida como 

lamelipodio; ésta es el principal motor para el desplazamiento o movimiento de la 

célula debido a la pesión que ejerce la polimerización de filamentos de actina contra 

la membrana celular. Por su parte, los filopodios son estructuras similares a dedos 

delgados en el frente de la célula, están conformados por paquetes de filamentos 

de actina alineados en paralelo; éstos son importantes para la respuesta direccional 

de la célula. En general, la actina tiene un papel relevante en la determinación y el 
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mantenimiento del movimiento e interacción táctil con el ambiente (L. Blanchoin, et 

al., 2014).  

 

 

 

 

 

Figura 3. Representación esquemática de las diferentes estructuras del 
citoesqueleto de actina en la célula . Los círculos indican los tipos de estructuras 
encontradas en una célula, como el cortex, fibras de estrés, lamelipodio y filopodio. 
(Tomado de Blanchoin et al., 2014). 

 



 

 
 
 
 
 

13 

 

I.6 Actina 

La actina es la proteína más abundante en la célula eucarionta, constituyendo 

más del 15% de la proteína total. Está conformada por una cadena polipeptídica 

simple de 375 aminoácidos y un peso molecular aproximado de 42 KDa (Dominguez 

R., 2004). Es una de las proteínas más conservadas a lo largo de la evolución.  En 

mamíferos y vertebrados, la actina es codificada por una familia de multigenes que 

expresa tres isoformas principales de la actina, incluidas las tres isoformas α del 

músculo esquelético, cardiaco y liso; así como las isoformas β- and ϓ, que son 

expresadas tanto en células musculares como en células no musculares. 

(Dominguez & Holmes., 2011).  

La actina in vivo se puede encontrar en dos distintas conformaciones 

estructurales: la forma monomérica o G-actina y la forma polimérica o F-actina. La 

estructura de la G-actina se ha resuelto a partir de difracción por rayos X de cristales 

de actina en complejo con diversas proteínas y moléculas pequeñas que inhiben su 

polimerización (ejemplo: Dnasa I, profilina, timosina β-4, latrunculina). Los 

monómeros de actina tienen la propiedad de unir nucleótidos ATP o ADP y los 

cationes divalentes Mg2+ o Ca2+ (figura 4A), en condiciones fisiológicas el cation 

Mg2+ se encarga de estabilizar la interacción de la actina con el nucleótido. En la 

cara opuesta de la actina se encuentra una hendidura hidrofóbica a la que se unen 

la mayoría de proteínas de unión a actina (figura 4B) que se han identificado 

(Dominguez R., 2004). Estructuralmente la actina se ha dividido en 4 subdominios 

denomidados con números del 1 al 4. Los subdominios 1 y 3 son similares en su 

estructura y forman el bolsillo hidrofóbico, mientras que los subdominios 2 y 4 

conforman la hendidura de unión a ATP. El subdominio 2 posee un asa que se une 

con alta afinidad a la Dnasa I  (Domínguez, R. & Holmes KC., 2011). Estas 

características en la estructura de G-actina le van a conferir la capacidad de formar 

polímeros de actina (figura 4C), originando filamentos de actina o F-actina con 

polaridad estructural y funcional (Pollard, 2016). Por tanto, los monómeros que 
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forman el filamento se disponene en orientación cabeza-cola y rotan 

aproximendamente 166º con respecto al monómero anterior, formando una hélice 

por una hebra que rota a mano derecha, debido a esta disposición, en uno de los 

extremos del filamento queda expuesta la hendidura de unión a ATP de uno de los 

monómeros, extremo (+) o barbado y en el otro extremo, la región expuesta es el 

bolsillo hidrofóbico, extremo (-) o punta (Pollard, 2016). Finalmente, dentro del 

filamento, las interacciones internas entre cada monómero inducen a una inclinación 

entre los subdominios de los monómeros, produciendo de esta manera la forma 

plana característica del filamento (Kühn, S,& Mannherz H., 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Estructura de actina globular y filamentosa. (A) Diagrama de cintas de 
actina globular donde se indica su extremo carboxilo(C-ter) y amino (N-ter) terminal. 
Los 4 subdominios que componen a actina están denominados como SD 
numerados 1 a 4. (B) Modelo de G-actina donde se indica el sitio de union a ATP y 
de interacción con ABPs. (C) Esquema de F-actina que muestra la localización de 
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los monómeros de actina en la estructura helicoidal del filamento. Figura tomada y 
modificada Pollard (2016). 

 

I.7 Dinámica de la F-actina 

Una de las características que le permite a la actina participar en todos los 

procesos celulares en los que se encuentra involucrada es su habilidad de formar 

filamentos (Dominguez & Holmes, 2011). 

In vitro, la F-actina constantemente sigue una dinámica de polimerización y 

despolimerización, donde ambos procesos son extremadamente dinámicos y 

regulados estrechamente. En presencia de sales y iones divalentes, la actina forma 

filamentos de manera espontánea (figura 5). La dinámica de la polimerización se 

presenta mediante 3 fases. La primera, llamada nucleación, donde se forman 

dímeros o trímeros de G-actina, estos núcleos u oligómeros son la base para la 

formación de un nuevo filamento. Sin embargo, estos núcleos son 

termodinámicamente inestables y se disocian rápidamente, por lo que se 

representan como una fase de retardo en el tiempo durante el proceso de 

polimerización. Posteriomente, se continua con la adición de monómeros de actina 

a los dos extremos de los núcleos formados, dando inicio a la segunda fase del 

proceso, la elongación de los filamentos. Aquí, la proporción de F-actina con 

respecto a la G-actina aumenta hasta llegar a un punto de equilibrio, en el que la 

cantidad de G-actina se mantiene estable. A este comportamiento se le denomina 

treadmilling (término en inglés), en este punto, se presenta el recambio de 

monómeros de actina en los filamentos y la concentración de G-actina que se 

observa al llegar al estado de equilibrio o concentración crítica de G-actina, para 

generar finalmente los microfilamentos (Oda et al., 2009). Al observar en el 

microscopio electrónico, los microfilamentos decorados con moléculas de miosina 

(figura 6A), muestran una apariencia de punta de lanza (Fujii et al. 2010). 
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Figura 5. Polimerización de F-actina. Los monómeros de G-actina (rojo) 
conforman el núcleo de la tres unidades (morado) durante la etapa de nucleación. 
Posteriormente se desarrolla la elongación donde se agrega G-actina en ambos 
extremos del filamento. Aquí inicia la direfenciación del extremo de crecimiento 
rápido o barbado y el lento o en punta. En la etapa final (fase estacionaria) la longitud 
del filamento no se modifica debido al proceso de “treadmilling”. Esquema obtenido 
y modificado de Lodish y col. (2016). 

  

Uno de los factores reguladores más importantes en la dinámica de 

polimerización de la actina es la hidrólisis del ATP. La actina monomérica tiene una 

actividad ATPasa intrínseca débil, la cual es estimulada cuando se incorpora como 

subunidad en un filamento (Dominguez & Holmes, 2011). La dinámica de 

polimerización /despolimerización se describe en dos etapas: primero, la G-actina 

con el ATP unido se incorpora por el extremo barbado del filamento, mismo que 

experimenta un cambio conformacional; y segundo, el complejo ATP-F-actina se 

hidroliza a ADP-Pi-F-actina y subsecuentemente el Pi es liberado dejando al ADP 

unido a las subunidades que componen a la F-actina (figura 6B). Finalmente, el 

complejo ADP-G-actina se desensambla del filamento (ADP-F-actina) por el 

extremo punta (Case L.B., & Waterman C.M., 2011).  
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Figura 6. Función de la hidrólisis del ATP y la polaridad de los microfilamentos 
en la polimerización de la actina. (A) Micrografía electrónica de un microfilamento 
decorado con moléculas de miosina. (B) Representación de las reacciones de 
hidrólisis de ATP que ocurren durante la formación de un microfilamento. Después 
de la adición a un extremo libre, la actividad ATPasa de la actina se estimula 
generando moléculas de actina unidas a ADP y fosfato inorgánico (Fi). El Fi es 
posteriormente liberado, produciendo subunidades unidas a ADP. Tomada de 
Pollard, 2016. 
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I.8 Proteínas de unión a la Actina o “Actin-Binding Proteins” (ABPs). 

La dinámica de polimerización antes descrita en condiciones in vitro no puede 

explicar muchos de los comportamientos dependientes de la actina observados en 

la célula. El ensamble coordinado, así como la morfología de las estructuras 

basadas en actina requeridas en procesos celulares como la motilidad celular, la 

división celular y el tráfico intracelular solo pueden explicarse con ayuda de 

proteínas auxiliares. A estas se les denominan proteínas de unión a actina o ABPs. 

(Dos Remedios et al., 2003). 

In vivo, la célula presenta un número abundante de ABPs en el citoplasma 

que regulan la polimerización, la despolimerización y la organización de los 

filamentos (Marion et al. 2005). Sin estas proteínas la actina existiría principalmente 

como filamentos bajo condiciones fisiológicas. Las ABPs  interactúan con las formas 

monoméricas y/o pliméricas de la actina, por lo cual algunas ABPs al unirse a los 

monómeros de actina y evitan la nucleación o elongación, mientras que otras 

catalizan estos procesos y generan estructuras con morfología apropiada para su 

función. Así otras ABPs se unen a los extremos barbados o punta en los 

microfilamentos o los cortan para restringir su longitud, promover el desensamble 

de los microfilamentos o generar nuevos extremos barbados que faciliten la 

elongación. También existen ABPs que estabilizan estructuras basadas en 

microfilamentos como redes o los haces; mientras otras vinculan a los 

microfilamentos con otros componentes celulares. Por último, las ABPs sirven como 

efectores de vías de señalización que regulan la dinámica de la actina en la célula 

en respuesta a diversos estímulos o necesidades. Por lo anterior las ABPs se 

clasificaron de acuerdo a su actividad en la polimerización de la actina. 

I.8.1 Proteínas secuestradoras de actina: Las representantes de este 

grupo son profilinas y b-timosina. Son capaces de formar un complejo estable con 

G-actina/ATP, en relación 1:1, e inhibir así su nucleación espontánea para mantener 

la concentración de actina monomérica. A diferencia de β-timosina, los complejos 
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generados por profilina pueden ser utilizados para el proceso de elongación de F-

actina por el extremo barbado (Kühn y Mannherz, 2017). 

 Además, profilina promueve el intercambio del ADP unido a la actina por ATP 

con el fin de preparar a la G-actina para la polimerización. La timosina-β4 puede 

también controlar la disponibilidad de la G-actina secuestrándola, y con ello evita la 

polimerización de la actina, pero en contraste al haber menos sitios de formación 

activa de microfilamentos profilina inhibe la polimerización (Pollard et al., 2000; 

Chesarone and Goode, 2009). 

I.8.2 Proteínas de nucleación y elongación de actina: In vitro la nucleación 

es la etapa limitante en la formación del filamento de actina. Sin embargo, en el 

citoplasma, este proceso se encuentra regulado por tres grupos de proteínas: el 

complejo Arp2/3 (Actin related proteins), las forminas y los nucleadores de unión a 

monómeros en tándem (tandem-monomer-binding nucleators). En general, el 

primero se encarga de nuclear el ensamblado de actina, promoviendo la 

ramificación de los filamentos y entrecruzarlos en Y sobre los filamentos de actina 

preformados, mientras que, los otros dos producen elongaciones de F-actina lineal 

(Pollard 2016). El complejo Arp2/3 para potenciar su actividad nucleadora necesita 

interactuar con factores promotores de la nucleación algunas son WASP (Wiskott-

Aldrich syndrome protein), N-WASP (WASP neuronal), WAVE/SCAR (WASP-family 

verprolin-homologous protein), WASH (Wiskott-Aldrich Syndrome Protein and 

SCAR homologous) y WHAMM (WASP homologue-associated protein with actin, 

membranes and microtubules) (Rouiller et al., 2008; Suetsugu, 2013). 

A diferencia de Arp2/3, las forminas tiene una actividad dual produciendo 

nucleación y elongación de los filamentos de actina, sin ramificaciones (Wallar and 

Albers, 2003). Actúan como un homodímero que se une, a través de sus dominios 

FH2 (formin homogy 2) al extremo barbado de la F-actina permitiendo una rápida 

inserción de las subunidades de actina y protegiendo el extremo del filamento de 

las proteínas de “capping”. Continúa a lo largo del filamento agregando monómeros 
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de actina provistos por regiones ricas en prolinas presentes en los segementos FH1 

(formin homology 1) de la formina que unen a complejos de actina:profilina. La 

actina no interactúa con las regiones FH1 directamente. Las proteínas más 

conocidas que pertenecen a este grupo son: mDia1 y mDia2 (mammalian 

diaphanous 1 y 2) (Chesarone et al., 2010).  

Las forminas están involucradas en diferentes procesos de los 

microorganismos como la endocitosis, movimiento celular, morfogénesis, movilidad 

endosómica, formación de fibras de estrés, ensamblado de lamelipodios, dinámica 

celular y la mecánica de estructuras integradas de actina, tales como puntos (dots) 

de actina y parches de adhesión de actina (Pryune D. et al., 2002). Se ha sugerido 

que los puntos de actina (actin dots) pueden ser acumulos de G actina, ya que solo 

se detectan con aticuerpos anti-actina y no con faloidina (Takahashi, H., et al., 

1998). Estudios filogenéticos sugieren que las isoformas de formina están presentes 

en el genoma de muchos los eucariotas, excepto en Giardia que no tiene forminas 

(Higgs and Peterson, 2005; Goley and Welch, 2006; Le Clainche and Carlier 2008).  

 Y finalmente, el grupo de nucleadores de unión en tándem es el que se 

encuentra menos estudiado. Este grupo está constituido por moléculas más 

heterogéneas que los antes mencionados como Spire, Cobl (Cordon-bleu), Lmod 

(leiomodin), JMY (junction mediating regulatory protein) y APC (adenomatous 

polyposis coli). Todos sus miembros cuentan con pequeños dominios WH-2 

consecutivos que facilitan la formación de núcleos de actina (Dominguez & Holmes, 

2011; Firat-karalar &Welch, 2012). 

I.8.3 Proteínas del Capping: Son heterodímeros con una subunidad a y una 

b, capaces de unirse al extremo barbado de un filamento e inhibir el agregado de 

monómeros de actina. Se encuentran constitutivamente activas y son reguladas de 

manera indirecta mediante competencia con las forminas por el extremo (+) de 

filamentos de actina en crecimiento. También pueden ser reguladas directamente 

por la interacción con fosfatidilinositoles (M. Edwards et al., 2014). 
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I.8.4 Proteínas cortadoras de filamentos: Son encargadas de 

despolimerizar F-actina y así regular la dinámica de los microfilamentos. Se 

clasifican en dos familias principales conocidas como (actin depolymerizing factor) 

ADF/cofilinas y gelsolinas.  

 La despolimerización de la F-actina es un proceso importante necesario 

durante el recambio de la actina monomérica a polimérica y es regulado también 

por ABPs. Las más conocidas son ADF/ cofilia, DNAsa I y la superfamilia gelsolina 

constituida por al menos 10 miembros que incluye la gelsolina, vilina, CapG, 

adseverina, advilina, supervilina y la “flightless-I” (Fan J., et al., 2016). La 

ADF/cofilina puede promover la despolimerización de la F-actina al unirse al 

complejo ADP-F-actina y al complejo ADP-G-actina; miembros de la familia 

ADF/cofilina, aunque son reguladores cruciales en la dinámica de los 

microfilamentos, funcionan como aceleradores del recambio de los filamentos de 

actina. La ADF/cofilina despolimeriza los filamentos de actina a través de dos 

mecanismos: 1) Aumentando la tasa de terminación por los extremos en punta y 2) 

al cortar los filamentos de actina (Maciver, 1998). La DNAsa I puede promover la 

despolimerización de la actina al unirse fuertemente al extremo punta de la G-actina 

proveniente del reservorio de G-actina disponible para el ensamblado. Esto es 

debido a que, la DNasa I al unirse mediante interacciones estequiométricas con la 

G-actina, inhibe su actividad de DNasa y al unirse en los subdominios 2 y 4 altera 

la estructura y promueve la estabilidad de unión entre el complejo G-actina-ATP-

Dnasa I y en consecuencia inhibe la unión de proteínas nucleadoras como profilina 

y timosina b-4. Por otro lado, la DNasa I estabiliza la unión del complejo ATP-F-

actina-Cofilina promoviendo la despolimerización del filamento de actina (Mannherz 

et. al., 1980; Denova,V.I., 2002).  

Por su parte, la gelsolina puede unirse a los lados del complejo ADP-F-actina, cortar 

la F-actina y bloquear los extremos de barbados de la F-actina regulando así, la 

organización de la actina a través de cortar y proteger. (Makioka, A., et al., 2011). 
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 Las actividades de los miembros de esta familia de gelsolina son reguladas, 

en diferentes formas, por iones de calcio, el pH, fosfoinositidos y la fosforilación de 

tirosincinasas (Cooper J.A., and Dorothy A.S., 2000,). La gelsolina citoplásmica 

regula la movilidad y la arquitectura de las células. En presencia de calcio, la 

gelsolina se une a la F-actina y después protege mediante el “capping” el nuevo 

filamento con extremos barbados. La interacción entre la gesolina y la actina es 

inhibida por el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) (H. Q. Sun, et al. 1999; M. 

Edwards et al., 2014). In vivo, la unión del PIP2 a la gesolina conlleva su inactivación 

mediante el secuestro de la proteína cerca de la membrana plasmática. La gesolina 

es liberada al citoplasma después de que el PIP2 es hidrolizado. Todas estas ABPs 

en conjunto regulan el movimiento impulsado por actina en ausencia de proteínas 

motoras (M. Edwards et al., 2014). Estas proteínas mencionadas se ejemplifican en 

la figura 7. 
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Figura 7. Proteínas de unión a actina. En el esquema se resume el efecto de las 
diferentes proteínas asociadas a actina. En naranja se muestra profilina unIda a 
monómeros de actina en intercambio constante con microfilamentos y en 
competencia con b-timosina (azul) por el pool de G-actina. Figura modificada de 
Kuhn y Mannherz (2017). 

 

 

I.9 pH  

Además de la regulación del ensamblaje y desensamblaje de la actina 

mediante las proteínas de unión a actina, cationes Mg2+ o Ca2+ y el ATP, otro efector 

químico importante el pH. En la célula para dar pie a la formación del citoesqueleto 

y tenga el dinamismo propio, el rango de pH necesario para que se promuevan los 

cambios fisicoquímicos, conformacionales en su estructura interna oscila en 7.4 – 

6.6. Sin embargo, se ha demostrado que a pHs extremos, es decir con alta acidez 

o  alta alcalinidad, la velocidad de polimerización se afecta, donde a pH menor de 

7.4 (considerado normal) la polimerización es más rápida mientras que, a mayor pH 

de 7.4, la polimerización es más lenta (Yusuke Arii, Kuniyuki Hatori, 2008). Por otra 

parte, se ha visto que la homeostasis del pH intracelular (pHi) y extracelular (pHe) 

es particularmente importante en cáncer, ya que el estado de ionización de todas 

las proteínas intracelulares y extracelulares incluyendo su función en el proceso 

fisiopatológico depende del pH; la dirección de la migración del tumor depende en 

gran medida del equilibrio y control entre el pHe y pHi. A nivel molecular la motilidad 

celular está regulada por cofilina, la cual es pH dependiente.  Se ha visto de manera 

in vitro que durante la despolimerización de actina a pH fisiológico (pH7.0-7.4) la 

cofilina promueve la liberación de monómeros, al estar unida en el microfilamento 

como marca o señal de corte permitiendo la liberación de monómeros. Y bajo esas 

mismas condiciones cofilina despolimeriza rápido los microfilamentos en el extremo 

(+) . Sin embargo, al disminuir el pH, es decir en un ambiente ácido disminuye la 

eficiencia como marca de corte de cofilina, por lo que hay menos disponibilidad de 
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monómeros y oligómeros. En contraste, a pH ácido (6.0-6.6) aumenta la 

despolimerización en el extremo barbado del microfilamento y al incrementar el pH 

(7.7-8.0) a un ambiente básico o alcalino, disminuye la despolimerización en ese 

extremo. Por otra parte, se ha reportado la pH dependencia de unión entre ADF 

humana con actina del músculo, identificandose interacción a pH 6.6 y no a pH 8.0. 

En cambio, en levaduras se ha visto que la cofilina se une a actina en ambas 

condiciones de pH 6.6 y 8.0  (Hawkins et al.,1993). Por tanto, ésta proteína de unión 

a actina es quien genera nuevos sitios de ensamblaje de filamentos de actina como 

ya se mencionó, además de promover la formación de entrecruzamiento de 

filamentos y producción de nuevas fibras (Albrecht Schwab and Christian Stock, 

2014). Otras proteínas que son pH sensibles  

Finalmente, el pH afecta en la rigidéz o flexibilidad de la red del citoesqueleto 

de actina, in vitro se ha demostrado que ha pH ácidos la red de microfilamentos es 

más rígida y cerrada; mientras que a pH básicos es más flexible y la red de 

microfilamentos se observa más abierta y relajada (Schmoller et al., 2012).  

 

II. ANTECEDENTES 

II.1 Citoesqueleto de actina en Entamoeba histolytica 

El alto dinamismo de la red de actina de E. histolytica  le confiere avidez para 

adherirse a las células del hospedero, para penetrar y para destruir el tejido del 

intestino y así, poder fagocitar las células epiteliales y finalmente proliferar tras la 

colonización de la mucosa intestinal. Por tanto, el citoesqueleto de actina es 

esencial para la manifestación de la patogénesis. Además el citoesqueleto de actina 

es dependiente de los cambios dinámicos a los que es sometido. De tal forma que 

se puede organizar de acuerdo a las necesidades que la amiba tenga, ya sea dando 

estructura, o en su división, así como durante sus desplazamientos o al adherirse a 

un sustrato o a otras células; ejemplo de ello es la alta motilidad de los trofozoítos 
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de E. histolytica, ya que pueden modificar dramáticamente su forma apoyándose en 

su versátil citoesqueleto de actina (Meza et al. 2006). 

II.2 Actina de Entamoeba histolytica 

 La intensa dinámica del citoesqueleto de actina juega un papel crítico en la 

invasión y en la patogénesis de E. histolytica y de Acanthamoeba en el humano. La 

primera evidencia de la presencia de actina en trofozoítos de E. histolytica fue 

obtenida a través de inmunotinción usando anticuerpos heterólogos preparados 

contra actina de músculo humano (Egelman y Holmes, 2001; Bettner D.R., et al., 

2008). 

La actina es una proteína altamente conservada en miembros de especies 

divergentes. Por ejemplo, la secuencia de aminoácidos de la actina de 

Acanthamoeba es 95% idéntica a la de la actina de los vertebrados. Muchas 

especies tienen múltiples isoformas de actina, lo cual es muestra de las diferencias 

estructurales y funcionales. Se ha reportado que la F-actina de la amiba activa la 

meromiosina pesada del músculo esquelético a la misma velocidad máxima que la 

F-actina muscular (Gadasi Hana. 1982; Meza I., et al. 1983). Meza y colaboradores 

reportaron una actina en trofozoítos de E. histolytica, la cual no se unía a DNAsa I 

y no polimerizaba a bajas temperaturas, lo que revelaba su naturaleza poco 

convencional; ya que la actina convencional si se une DNasa I.  

La expresión de dicha proteína fue confirmada al purificar una proteína de 

características funcionales y moleculares similares a la actina a partir de trofozoitos. 

El primer análisis de secuencia de nucleótidos de la actina con el cDNA de clonas y 

el genoma de E. histolytica, reveló 4 genes de actina, sin embargo en el genoma 

hay 7 genes en total que codifican para actina con un tamaño idéntico (Loftus B, et 

al., 2005). El análisis mostró que la secuencia de la actina amebiana presentaba 

89% de homología a la actina citoplásmica de humano y un 86% a la de músculo 

esquelético (Edman et al. 1987; Huber et al. 1987; Morton, W. M., 2000). En el caso 
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de E. histolytica, el parásito contiene un gen de actina que codifica para una proteína 

de 45 KDa (Meza et al. 2000).  

No se dispone de evidencia detallada sobre la estructura y las propiedades 

bioquímicas de la actina de E. histolytica y tampoco sobre la cinética de 

polimerización. Sin embargo, la actina de amiba ha mostrado capacidad para formar 

filamentos de manera in vitro e inducir actividad de ATPasa en la miosina con una 

cinética similar a la observada por la actina de músculo de conejo, con filamentos 

que pueden estar envueltos con meromiosina pesada (Meza I., et al., 2006). El papel 

de la actina ha sido ampliamente implicado en el movimiento ameboideo y en la 

actividad fagocítica de E. histolytica (Labruyère and Guillén, 2006).  

En ensayos in vitro y en presencia de ATP y Mg2+ a 25 ºC se ha demostrado 

que la actina de E. histolytica copolimeriza con actina de músculo, formando 

filamentos largos. En contraste, una amiba de vida libre como Acanthamoeba y 

Dictyostelium contienen actinas que son muy parecidas a la actina canónica, las 

cuales polimerizan a temperatura baja de 6ºC (Makioka et al., 2011; Swart et al., 

2018). Algo importante de mencionar es que la capacidad de remodelación del 

citoesqueleto de actina puede estar implicada en las diferentes formas de 

polimerizar, una de ellas involucra un ensamblado no-cooperativo, es decir, no 

requiere de un núcleo (dímero o trimero) para iniciar la polimerización, sino que se 

da a partir de protofibras (filamentos muy cortos) y la polimerización es lenta. Este 

proceso se ha visto en Toxoplasma gondii, donde la polimerización es lenta y no 

requiere de un factor que promueva la nucleación (Skillman et al. 2013). 

 La actina polimerizada o F-actina en E. histolytica se localiza en copas 

fagocíticas de trofozoítos, formadas durante la ingestión de eritrocitos. Así mismo, 

se ha identificado en invaginaciones pinocíticas, en el uroide en la parte posterior 

de la célula y en la región cortical de cultivos de trofozoitos (Meza I., et al., 2006). 
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II.3 Proteínas de unión a actina (ABPs) en Entamoeba histolytica 

 Varias ABPs junto con la actina, se han reportado en E. histolytica, han sido 

implicadas en la regulación de la dinámica de actina durante la invasión de los 

tejidos y la fagocitosis en la célula blanco (Wickstead, Bill y Gull, Keith., 2011). 

Una de las funciones de la actina de amiba, junto con otras proteínas ABPs, 

es la de formar estructuras complejas a consecuencia del movimiento celular: 

filopodios, lamelopodios, puntos de actina, placas de adhesión (Blanchoin et al., 

2013). La organización dinámica de esas estructuras es lograda a través de la 

interacción de los filamentos de actina y las ABPs dentro de extensas redes en el 

citoplasma, por la unión con otras proteínas y lípidos en membranas plasmáticas y 

vesiculares, que están implicadas en el movimiento, en la dirección o focalización 

de la fuerza y en el soporte estructural (Cunningham et al. 1992). 

 Se ha reportado que algunas de las ABPs muestran asociación con 

estructuras que contienen actina, como la vinculina, la α-actinina y la miosina I y II; 

estas proteínas se encontraron asociadas a la membrana plasmática a lo largo de 

la formación de placas de adhesión, formadas durante la interacción de las 

proteínas de la matriz extracelular con las redes de filamentos (Blanchoin L., et al., 

2013). Estas proteínas son conocidas por participar en la organización de 

estructuras adhesivas en células de eucariotas superiores (Blanchoin L., et al., 

2014). 

 En E. histolytica se han reportado y caracterizado la presencia de las 

ADF/cofilinas (Makioka et al. 2011), las forminas (Majumder and Lohia, 2008), las 

profilinas (Sabanero-López and Segura-Nieto, 1990; Binder et al.1995), las 

coroninas (Xavier et al. 2008), y las proteínas ABP120 (Sobczak et al. 2007; 

Campos-Parra et al. 2010). A continuación: 
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II.3.1 ADF/Cofilina 

E. histolytica expresa una isoforma de la ADF/cofilina, que es similar a la 

actoforina. Esta última se une tanto a la G-actina como a la F-actina, y no secuestra 

monómeros de actina, y exhibe actividad de corte de filamentos. Esta actividad de 

corte depende de la longitud de los filamentos de actina (Kumar.N., et al., 2014). 

Homólogos de la cofilina en amiba son conocidos reguladores de la motilidad celular 

y participan en el ensamblaje/desensamblaje del citoesqueleto en este parásito 

(Kumar, N. et al.,2014).  

II.3.2 Miosina 

 E. histolytica contiene 2 miosinas: miosina II (EhMyoII) y una miosina IB 

(EhMyoIB) no convencional; éstas son requeridas en la invasión del tejido y en la 

progresión de la patogénesis, la cual primeramente involucra fagocitosis de las 

células humanas (Marion, et al., 2005). La EHMyoIB es una proteína de 130 kDa 

que tiene tres dominios característicos de la miosina I de la subclase 1 y exhibe 

homología con la MyoIB de otras amibas (Meza I et al.,2006). EHMyoIB interactúa 

con la actina y la α-actinina, en un dominio putativo para interactuar con calmodulina 

y dominios SH3 para intermediar en la interacción con membranas celulares. El 

dominio de cola de EhMyoIB contiene tres regiones características también 

encontradas en la miosina I, un sitio propuesto para unión a membrana, y un sitio 

muy pequeño rico en alanina y prolina que ha demostrado ser funcional para unir 

actina y tres dominios con homología con src (Marion et al., 2005). La 

sobreexpresión de EhMyoIB indica que la proteína puede estar involucrada en 

fagocitosis, tal como lo mostró una cepa que expresa tres veces más miosina IB 

que la cepa silvestre, lo que refleja una captación deficiente de eritrocitos  (Voigt et 

al. 1999). Adicionalmente, EhMyoIB puede entrecruzar con los filamentos de E. 

histolytica para funcionar como un motor basado en actina (Marion et al. 2005). 
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II.3.3 Profilina 

 Los parásitos apicomplejos tiene sólo una isoforma de profilina, la cual en el 

caso de Plasmodium parece ser esencial para las etapas de la invasión sanguínea 

(Kursula et al., 2008). En E. histolytica se identificó la expresión de dos isoformas. 

Una es básica y sólo 4 de 21 aminoácidos hacen contacto con la actina (Binder et 

al. 1995). Esta isoforma de profilina es una proteína de 130 aminoácidos y 13 kDa 

que presenta 21-28% y 33-38% de identidad con profilinas de mamíferos y plantas 

respectivamente, y es capaz de unirse a la actina de ambos (Binder et al. 1995).  

II.3.4 Formina 

En el 2008, Majumder y colaboradores identificaron ocho isoformas de 

formina en el genoma de E. histolytica. Mediante análisis proteómicos se mostró la 

presencia de Ehformina-1, 2 y 3 en fagosomas, las cuales parecen ser esenciales 

para la fagocitosis y para la regulación de la mitosis y la citocinesis durante la 

división celular de E. histolytica (Majumder & Lohia, 2008; Kühn Sonja y Geyer 

Matthias, 2014). Estos hallazgos sugieren los posibles papeles de las Ehforminas 

1-3 en la regulación del citoesqueleto de actina. 

II.3.5 Complejo Arp2/3 

En el género Entamoeba, la función del complejo Arp2/3 no ha sido 

investigada. No obstante, estudios han mostrado la presencia de ortólogos de las 

subunidades del complejo Arp2/3 en el genoma de E. histolytica. Además, se ha 

identificado la presencia de Arp2/3 en el citoesqueleto y en los fagosomas de E. 

histolytica. (Ono Shoichiro., 2003). Se ha mostrado que el complejo Arp2/3 es 

esencial para la viabilidad de numerosos organismos, aunque su ausencia natural 

en algunos eucariotas sugiere que otros nucleadores de actina pueden substituirlo 

(Blanchoin L., et al., 2014).  

Finalmente, se identificó que el genoma de E. histolytica codifica para tres 

isoformas putativas de la coronina: la homóloga más corta, un péptido de 433 
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aminoácidos, contiene 3 repeticiones WD, mientras que las homólogas más largas 

son de 457 aminoácidos y de 896 aminoácidos, que contienen 4 y 7 repetidos WD, 

respectivamente (Loftus et al. 2005). Sin embargo, no se cuenta con ningún análisis 

proteómico para estas proteínas a la fecha. En trofozoitos de E. histolytica ya se 

identificó la presencia de la proteína α-actinina y la filamina ABP120. Ésta ABP120, 

se localiza en el sitio donde la actina se concentra durante procesos como la 

extensión de pseudópodos o la formación del “capping” (Meza I., et al., 2006). 

 

II.4 Funcionalidad de la actina de amiba 

II.4.1 Actina en la Adhesión  

 Durante el proceso de adhesión, la acción coordinada del citoesqueleto y las 

moléculas de adhesión del parásito son esenciales para la patogénesis. La molécula 

de adhesión principal es la lectina inmunodominante con afinidad por galactosa/N-

acetilgalactosamina, la cual juega un papel central en la adhesión del trofozoíto a 

las mucinas intestinales y al enterocito, mostrándose como un factor de virulencia 

importante (Petri et al., 2002) La interacción de amiba con las proteínas de la matriz 

extracelular a través de receptores específicos permite a los trofozoitos encontrar 

regiones como nuevos sustratos para desarrollar uniones con nuevas moléculas de 

la matriz para generar una fuerza de tracción en sitios de adhesión (Frederick y 

Petri, 2005). La diversidad de receptores amebianos de la matriz extracelular 

sugiere que varios mecanismos están involucrados en esas interacciones. El 

reconocimiento preferencial y la degradación de las proteínas de la matriz 

extracelular por el trofozoíto, han mostrado ocurrir tanto in vivo como in vitro (Marie 

y Petri, 2014). 

La organización estructural de la actina de E. histolytica para formar fibras de 

estrés como respuesta a la incubación con fibronectina (FN) ha sido descrita por el 

grupo de Talamás-Rhoana y Rios A., en el 2000. Estas fibras sólo son vistas cuando 

las células interactúan con FN por periodos de 6 h en adelante; mostrando la 
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aparición dependiente del tiempo de cúmulos de microfilamentos en los puntos de 

adhesión (o contacto) entre la célula y el sustrato. Al momento, la información es 

aún pobre sobre el mecanismo de estos procesos. Sin embargo, se ha sugerido que 

el mecanismo puede ser iniciado y activado por una proteína de membrana de 140 

kDa capaz de unir a una molécula similar a la β1-integrina (reportada en E. 

histolytica) u otros componentes de matriz extracelular en respuesta a estímulos 

externos para la formación de estos puntos de adhesión, tal como la FN (Pollard, 

2016).  

En amiba, tres estructuras del citoesqueleto de actina han sido descritas, la 

invaginación fagocítica, las placas de adhesión y las fibras de estrés, durante la 

interacción del trofozoíto con la FN. La invaginación fagocitica es una estructura de 

pliegue, rica en microfilamentos de actina que se dirige hacia el interior dando origen 

a la formación de un canal fagocítico por el cual pasará el eritrocito o célula 

fagocitada (Talamás et al., 2000). Las fibras de estrés de actina consisten en largos 

paquetes de filamentos que atraviesan la célula y están unidos a la matriz 

extracelular a través de integrinas y complejos focales de adhesión (Ríos A. et al., 

2008). Adicionalmente, las placas de adhesión en la célula son redes de filamentos 

ramificados, nucleados por el complejo Arp2/3, los cuales están involucrados en la 

endocitosis mediada por clatrina y la zona de crecimiento polarizada, mientras que 

los parches de actina se diferencían de los puntos de actina, en que los puntos, son 

cúmulos de G-actina en duplex o tripletes y los parches son cúmulos de mayor 

tamaño (Young et al. 2004; Gachet and Hyams 2005). Adicionalmente, en 

experimentos mediante la utilización de imágenes sofisticadas de la célula viva, 

permitieron la visualización del ensamblado y desensamblado de proteínas 

endocíticas y de las proteínas asociadas a la actina, en los parches de actina con 

una alta resolución, por lo cual se ha asociado a los parches de actina con el proceso 

de endocitosis (Sirotkin et al. 2010; Weinberg and Drubin 2012).  
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II.4.2 Actina en la Fagocitosis 

 La fagocitosis es una característica de las células eucariotas que está 

conservada desde los protozoos hasta los mamíferos. En eucariotas, la fagocitosis 

juega un papel indispensable en varios procesos, incluyendo la remoción de 

patógenos invasores, en la remodelación del citoesqueleto y el desarrollo de tejido 

(Ralston, 2015). 

 La fagocitosis de los eritrocitos en inicio es regulada a través de cinasas 

transmembranales asociadas a fagosoma (vesículas endocíticas ricas en 

microfilamentos de actina), en un mecanismo dependiente de miosina IB, mientras 

diversas proteínas, entre ellas la proteína de union a calcio 1 (EhCaBP1) promueven 

el reclutamiento de actina hacia el sitio de la fagocitosis. Algunas proteínas que 

regulan la inmersión del eritrocito fagocitado son RacA, p21 cinasa activada y la 

fosfatidilinositol 3 cinasa. A su ves, las balsas lipídicas también están involucradas 

en la organización de proteínas en la adherencia e inmersión del eritrocito, 

promoviendo el reordenamiendo del citoesqueleto de actina para generar la 

respuesta fagocítica, que sugiere la interacción especifica de receptores y ligandos 

(Ralston, 2015). Durante la eritrofagocitosis, se han identificado varias proteínas en 

las bocas o copas fagocíticas como F-actina, proteína de union a calcio 1 

(EhCaBP3), miosina 1B, calreticulina, el complejo Arp2/3, alfa cinasa y 

fosfatidilinositol (3,4,5) trifosfato (Mansuri, M.S., et al., 2014). Los análisis por 

microscopía electrónica han revelado la morfología de los eritrocitos fagocitados, en 

el que las células sanguíneas quedan dispuestas en forma de canal largo y rotas en 

pequeñas vacuolas, permitiéndose así la digestión (Ralston et al., 2014). 

 Durante la fagocitosis, el citoesqueleto activa la formación de un 

pseudópodo. Éste pseudópodo es una proyección citoplasmática y de membrana, 

se caracteriza tener un alto contenido de F-actina y numerosas proteínas de unión 

a actina, generalmente su extensión es dirigida por la polimerización bajo la 
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membrana plasmática. Varias líneas de evidencia sugieren que la actina juega un 

papel principal en el proceso; donde se ha observado que los filamentos de actina 

se concentran en este pseudópodo y en los fagosomas citoplásmicos circundantes. 

Es importante mencionar que en E histolytica se observa una rápida polimerización 

al contacto con los eritrocitos (Labruyére y Guillen, 2006). Subsecuentemente a la 

movilización del citoesqueleto, se forma el fagosoma con las vacuolas endocíticas; 

la formación del fagosoma involucra una alta cantidad de filamentos de actina, una 

vez internalizado el eritrocito, la F-actina es despolimerizada y se lleva a cabo la 

fusión del fagosoma-lisosoma, dando lugar al fagolisosoma y finalmente se da la 

degradación y digestión del eritrocito (Sateriale et al., 2012). 

II.5 Vías de señalización que regulan el citoesqueleto de actina 

 La señal de Rho-GTPasa puede ser activada por diferentes estímulos. El 

ácido lisofosfatidico es un fosfolípido que está presente en el suero y actúa como 

un factor de crecimiento y es capaz de activar la ruta de señalización de Rho a 

través de las subfamilias de receptores de membrana, que están acoplados a 

proteínas G heterodiméricas (Le page et al. 2003). 

 La activación de GTPasas es relevante en el reordenamiento del 

citoesqueleto, el cual incluye la participación de proteínas similares de actina o 

“actin-like proteins” (ALP), que son un grupo de proteínas conservadas en estructura 

a la actina. Así, por ejemplo, la ALP dependiente de la activación de EhRho1 en E. 

histolytica ya ha sido descrita que está involucrada en la quimiotaxis, tal como fue 

mostrado mediante la participación de EhRho1 durante la formación de fibras de 

estrés (Emmanuel M, et al., 2015). Múltiples efectores rio abajo se han encontrado 

para Rho-GTPasa, uno de ellos es la cinasa super enrollada (ROCK) asociada a 

Rho. Rock es una cinasa reclutada en la membrana citoplásmica por Rho, la cual 

incrementa la fosforilación de la miosina de cadena ligera, promoviendo la 

asociación de la miosina con los filamentos de actina y la formación de fibras de 

estrés (Hopkins et al. 2007; Emmanuel M, et al., 2015). 
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II.5.1 La regulación del citoesqueleto en los parches de actina y placas de 
adhesión 

Se ha reportado en E. histolytica que los parches de actina cortical están 

formados por ramificaciones de filamentos pequeños, los cuales son nucleados por 

el complejo Arp2/3 (Berro et al. 2010). En mutantes del complejo Arp2/3 se ha visto 

que muestran defectos significativos en la formación de los parches de actina. Por 

lo que se piensa que éstas redes ramificadas de actina en los parches, se 

ensamblan a través de un mecanismo de nucleación dendrítico (Pollard et al. 2000). 

Todos los componentes requeridos para la nucleación dendrítica se encuentran 

presentes incluyendo a Arp 2/3, proteínas de “capping” y cofilina quienes son 

necesarios para la formación del parche de actina (Sirotkin et al. 2010). 

 El ensamblado de actina dirige los movimientos hacia atrás de los parches 

de actina desde el cortex, lo cual se previene mediante la inhibición de la 

polimerización con la lantraculina A, quien permite establecer la participación de las 

fibras de actina y de los puntos de adhesión. Por tanto, la lantraculina A preserva la 

presencia de los puntos de actina ya sea como unidades o formando pseudo-placas 

de adhesión que pueden ayudar a la célula a permanecer adherida al sustrato de 

fibronectina. Tales placas de adhesión, como ya se mencionó al estar formadas 

ramificaciones de filamentos de actina, éstos se unen a las integrinas de la 

membrana, por lo cual están involucradas en la adhesión estable y prolongada 

(Blanchoin L., 2014). 

 Además de la actina, las ABPs tales como la vinculina, α-actinin y la miosina 

I y II han sido identificadas como componentes presentes en placas de adhesión 

aisladas de E. histolytica. Sin embargo, no hay información actualizada que 

considere la presencia de ABPs en los diferentes reordenamientos de 

microfilamentos de amiba. Algunos trabajos han mostrado que, durante la adhesión 

de los trofozoítos a la fibronectina, la filamina de amiba (ABP 120) se encuentra 

asociada con las placas de adhesión, los puntos de actina y las fibras de estrés, 
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sugiriendo que la filamina puede actuar como un andamio para la reorganización de 

la actina y que puede jugar un papel en la transducción de señales y en la migración 

celular (Vargas et al. 1996; Thomas et al. 2001). 

 En cultivos celulares de amiba, la paxillina y la FAK co-localizan con sitios en 

las placas de adhesión donde las integrinas transmembranales se unen a las 

proteínas de matriz extracelular. Éstas son proteínas de unión a actina que 

participan en la formación de diversas estructuras de actina, promoviendo la 

organización y reorganización del citoesqueleto de actina. En E. histolytica se ha 

mostrado que las fibras de estrés, los puntos de actina y las estructuras similares a 

los podosomas (son un tipo de expansión celular, que tiene un esqueleto central de 

filamentos de actina ramificado, rodeado por filamentos de actina no ramificados, 

además de integrinas y proteínas de adhesión que hacen contacto con la matriz 

extracelular),  están asociadas a la paxillina fosforilada, a la vinculina y a pp125 

FAK, cuando los trofozoítos están estimulados con fibronectina, lo que sugiere que, 

la paxillina de amiba puede jugar un papel central en la reorganización del 

citoesqueleto y puede ser requerida en la dispersión y la motilidad celular (Flores-

Robles et al. 2003; Franco-Barraza et al. 2006). Así mismo, se ha visto que en 

fibroblastos y otras células el agrupamiento de integrinas inducido por la adhesión, 

inicia con la fosforilación de paxillina y de FAK (Rios et al. 2008). El cómo ese 

ensamblado es controlado en E. histolytica aún se desconoce, sin embargo 

resultados previos de diferentes grupos sugieren que el ensamblado se inicia con 

receptores sitio específicos en la membrana, en respuesta a la interacción con 

componentes de la matriz extracelular (Flores-Robles et al. 2003; Franco-Barraza 

et al. 2006; Meza 2000). 

II.5.2 Regulación del citoesqueleto en la Fagocitosis 

 Durante el proceso de fagocitosis la regulación del reordenamiento del 

citoesqueleto de actina es relevante. En este sentido varios estudios han 

caracterizado los mecanismos moleculares subyacentes a la fagocitosis por 
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opsonización por anticuerpos IgG, donde intervienen los receptores de 

opsonización FcϓR. La fagocitosis mediada por opsonización se puede describir 

en 3 fases: primero la unión de partículas ligando-recubiertas (IgG) a los receptores, 

posteriomente la agrupación de los receptores y la inducción de una cascada de 

señalización y finalmente, se efectúa la internalización de la partícula por un proceso 

impulsado con la polimerización de actina.  Durante la opsonización, en activación 

de los receptores interviene la señalización vía GTPasa de la familia Rho, para 

inducir la fosforilación del motivo de activación basado en tirosinas del inmuno-

receptor, localizado en la región citoplásmica e inicia el ensamblado del complejo 

asociado (Greenberg, 2002; Huang et al. 2003). 

 A pesar de que el papel exacto de las tirosin-cinasa Sky en la fosforilación 

durante la fagocitosis es aún controversial, se acepta ampliamente que la señal sky 

regula el reordenamiento de actina a través de activar al menos dos vías, iniciando 

con la activación de la 3-cinasa fosfatidil-inositol (PI3K) clase uno, a través de la 

fosforilación de la subunidad regulatoria p85, causando la producción de fosfatidil-

inositol 3,4,5-trifosfato (PI(3,4,5)P3) a partir del fosfatidil-inositol 4,5-bifosphato 

(Pl(4,5)P2) debajo de la copa fagocítica (Marshall et al. 2001). 

 E. histolytica no posee ortólogos del receptor Fc y es bien sabido que la 

lectina especifica GaI/GaINAc es importante para la unión de ligandos. Estudios 

recientes, han identificado en amiba una cinasa transmembranal asociada al 

fagosoma y una proteína rica en serina, que están involucradas en la fagocitosis de 

células apoptóticas del hospedero (Boettner et al. 2008). Sin embargo, la cinasa 

transmembranal asociada al fagosoma tiene un sitio para tirosin-cinasa en su parte 

citoplásmica, pero dicha actividad de tirosin-cinasa no ha sido demostrada.  

II.6 Regulación de la remodelación del citoesqueleto de actina en E. 
histolytica. 

En E. histolytica, mecanismos como la motilidad, adherencia a sustratos, 

endocitosis, exocitosis y fagocitosis e invasión, son procesos relevantes que 
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requieren la remodelación o reestructuración del citoesqueleto (Manich et al., 2018). 

Tal remodelación requiere reorganizar la red de fibras, monómeros de actina y 

proteínas de unión a actina, formando varias estructuras dinámicas ricas en actina 

que polimerizan rápidamente tales como lamellopodia, filopodio, adhesiones 

focales, y puntos de actina, según las condiciones dinámicas (Emmanuel et al. 

2015). Por tanto, la remodelación del citoesqueleto es parte de la respuesta 

adaptativa de la amiba a los cambios en el entorno externo (Wickstead, Bill and Gull, 

Keith., 2011).  

Según Fallingborg (1999), dentro del lumen gastrointestinal, un quiste 

ingerido de E histolytica enfrenta cambios de pH que van desde altamente ácido en 

el estómago (5.2) aproximadamente y pH 6 en el duodeno. El pH aumenta 

gradualmente en el intestino de pH 6 a pH 7.4 en el íleo terminal y el pH cae a 5.7 

en el íleon, aumentando gradualmente a pH 6.7 en el recto. Teniendo en cuenta que 

el desenquistamiento ocurre en el íleon, donde el pH es relativamente ácido (5.7) 

los trofozoitos deben enfrentar un gradiente de pH al cruzar la mucosa para infectar 

el epitelio intestinal. Así este es el desafío real ambiental que se establece y debe 

enfrentar (el gradiente de pH glicocalix de pH 5.7 hacia el epitelio intestinal con pH 

7), aparentemente sostenido por la secreción de bicarbonato a cambio del cloruro, 

un sistema de búfer que funciona junto con todo el gel de la mucosa intestinal 

(Bahari et al. 1982; Dzikowiec et al., 2017). Se desconoce si los cambios en el pH 

externo pueden inducir cambios internos en la amiba, tales con en la remodelación 

de su citoesqueleto. En este sentido, se sabe que in vitro, el ensamblaje espontaneo 

de G-actina de músculo de conejo para formar fibras de actina (F-actina) se ve 

afectada por el pH, y esto ocurre más rápidamente a pH 6.5 que a pH 8.0 (Zimmerle 

y Frieden 1998; Dzikowiec et al., 2017). 

A través de experimentos in vitro, Schmoller y col., (2012) han reportado que 

la flexibilidad o rigidez de la red de fibras de actina también varía dependiendo del 

pH, de modo que el tamaño de la malla que forma esta red, las fibras son más 

grandes y abiertas a pH alcalino (pH 8.0) que a pH ácido (pH 5-6). Es importante 
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mencionar que varias ABPs regulan el ensamblaje y re-ensamblaje del 

citoesqueleto en formas específicas dependientes del pH (Blondin et al., 2002; 

Frantz et al., 2008; Fan et al. 2016), haciendo que el proceso de remodelado del 

citoesqueleto sea un proceso más complejo que aún se desconoce. Se han 

caracterizado algunos componentes del citoesqueleto de E. histolytica y sus 

interconexiones con la vía de señalización (Gastelum-Martínez et al. 2018; 

Labruyére y Guillén 2006; Meza et al. 2006). Sin embargo, se conoce poco acerca 

de la influencia que los factores externos puedan ejercer sobre la remodelación del 

citoesqueleto de amiba. 
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III. JUSTIFICACIÓN 

El citoesqueleto de actina en Entamoeba histolytica participa en procesos 

celulares importantes para la invasión del huésped. Procesos como la adherencia a 

sustratos, endocitosis, fagocitosis e invasión, requieren en primer instancia la 

dinámica de polimerización de la actina y segundo, la remodelación o 

reestructuración del citoesqueleto de actina.  

La gran avidéz de E. histolytica para reestructurar su citoesqueleto de actina, 

se ve reflejada en la capacidad de respuesta para reorganizar la red de 

microfilamentos, los monómeros de actina y las ABPs, así como para formar 

estructuras ricas en actina como filopodios, lamelipodios, placas de adhesión y 

copas fagocíticas, que le permiten a la amiba atravesar por los diversos ambientes 

adversos a los que es expuesta, desde que es ingerido hasta llegar al tracto 

intestinal, colonizar y atravesar la barrera de la mucosa intestinal, en la cual pasa 

por un gradiente de pH (5.7-7) de manera exitosa. 

Las proteínas ABPs son las principales reguladoras de la polimerización y 

despolimerización de actina; donde la actividad de varias de ellas depende del pH, 

es decir son pH-dependientes como cofilina, el complejo Arp2/3, entre otras, 

permitiendo que la reestructuración del citoesqueleto sea un proceso complejo y 

sensible al ambiente. Finalmente, se ha reportado que el grado de rigidéz y de 

flexibilidad del citoesqueleto de actina está mediado también por el pH. 

Sin embargo, es poco el conocimiento que se tiene acerca de la influencia 

que pueden tener factores externos como el pH sobre la remodelación del 

citoesqueleto. Además, se desconoce si los cambios en el pH externo pueden 

inducir cambios internos en la amiba, ni las repercusiones que el pH pueda generar 

en la morfología y fisiología de la amiba. Por tanto, es importante caracterizar el 

efecto que tiene el pH extracelular sobre la estructuración y dinámica del 

citoesqueleto de amiba, ya que nos permitirá identificar los cambios que realiza este 
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protozoo, para adaptarse y poder sobrevivir, lo cual nos ayudará a entender y 

comprender mejor la fisiología molecular y celular de E. histolytica. 

 

IV. HIPÓTESIS 

El pH externo afecta la estructura de los filamentos de actina y la dinámica 

del citoesqueleto de actina en E. histolytica.  

  

 

V. OBJETIVO GENERAL 

 Evaluar el efecto que tiene el pH externo sobre la estructura y dinámica del 

citoesqueleto de actina en Entamoeba histolytica. 

 

VI. OBJETIVOS PARTICULARES 

1.- Conocer y evaluar la morfología del citoesqueleto de actina de los trofozoítos a 

diferentes pH´s externos. 

2.- Evaluar el efecto del pH externo sobre la formación de filamentos de actina en 

trofozoitos. 

3.- Estudiar el efecto del pH externo sobre el re-arreglo del citoesqueleto en 

trofozoítos.. 

4.- Evaluar el efecto pH durante el proceso de fagocitosis de los  trofozoítos. 

5.- Identificar posibles efectores o proteínas de unión a actina que interaccionen con 

el citoesqueleto de actina en Entamoeba histolytica.  
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VI. MATERIALES Y METODOS 

VI.1 Preparación de células y medio de cultivo 

Los trofozoitos de E. histolytica de la cepa HMI:IMSS se cultivaron bajo 

condiciones axenicas y anaerobias en medio TYI-S-33 estéril a pH 6.8, 

complementado con suero bovino al 10% (v/v) y mezcla vitaminas, descrito por 

Diamond et al., 1978. En los experimentos descritos, el pH del medio se ajustó con 

12M HCl o 10M NaOH a 6,0, 6,5, 6,8, 7,5 y 8,0, y la osmolaridad medida en 

mosmol/kg fue de 371.78, 369.56, 386.49, 381.30 y 383.03, respectivamente, esto 

para asegurar las condiciones de concentración de solutos del medio. Una vez que 

los trofozoitos se encontraban en fase logaritmica de crecimiento a 48 horas se 

utilizaron en los experimentos posteriores. 

VI.2 Ensayos de proliferación a diferentes pH externos 

Con el fin de establecer las condiciones de trabajo para tener células viables 

a lo largo del rango de pH evaluado, se analizó el efecto del pH externo en la 

proliferación de los trofozoítos basandos en lo ya reportado por Pires-Santos et al. 

(2012). Brevemente, se cultivaron trofozoítos en medio TYI-S33 en microplacas de 

24 pozos de fondo plano en las diferentes condiciones de pH: 6.0, 6.5, 6.8, 7.5 y 

8.0. y se inocularon 15,000 amibas por pozo, cada pozo contenía 2 ml de medio. 

Posteriormente se añadió cuidadosamente 700 µl de aceite mineral en la superficie 

del medio de cultivo para reducir la tensión de oxígeno y promover la proliferación 

celular, se incubaron las placas durante 24, 48 y 72 hr, a 37 ºC. Despúes del tiempo 

de incubación, se retiró el aceite por micropipeta cuidadosamente. Luego, se 

lavaron 2 veces con PBS a 37ºC suavemente, con una incubación de 15 min entre 

lavado. El número de células viables se determinó mediante el kit WST-1 (Cell 

Proliferation Reagent WST-1 Roche) el cual se basa en la reducción del cloruro de 

tetrazolio a formazán, al medir la cantidad de formazán, esta se correlaciona con la 

actividad metabólica celular. Se siguió las indicaciones del fabricante. Los 

trophozoítos fueron resuspendidos en 100 µl de PBS con 5 µl de WST-1 e incubados 
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durante 30 min a 37 °C. Se determinó las absorbancias a 450 nm en un lector de 

microplaca de 96 pocillos (modelo Costar 3596).  Y se determinó el número de 

células viables de acuerdo con las absorbancias obtenidas (trofozoítos min 10, 000 

y max 120,000). Y en paralelo se determinó la proliferación celular a cada tiempo, y 

a cada condición de pH mediante la representación de los valores de absorbancia 

brutos medidos, además se cuantificaron los trofozoítos por cámara de neubauer al 

microscopio. Finalmente se realizó cada experimento independiente por triplicado. 

Los resultados fueron analizados estadísticamente por la prueba de ANOVA con el 

software MiniTab versión 18.0. 

VI.3 Efecto del pH en la formación de estructuras de F-actina 

Una vez que tuvimos las condiciones óptimas para la viabilidad celular, 

caracterizamos la formación de estructuras de F-actina bajo las diferentes 

condiciones de pH externo, donde se partió de cultivos de trofozoítos confluentes 

de 48 hr, se incubaron en baño de hielo (4 °C) durante 10 min y posteriormente se 

centrifugaron a 50 xg durante 4 min. Las amibas se resuspendieron en medio sin 

suero y se colocaron 250,000/200 µl de amibas en los cubreobjetos  con fibronectina 

(80 µg/120 µl por cubreobjetos, previamente fijada) en placas de 6 pozos con 3 ml 

de medio de los diferentes pH (6.0, 6.5, 6.8, 7.5 y 8.0). Las placas se incubaron 

durante 16 h a 37 °C, luego se fijaron las amibas con paraformaldehído al 4 % en 

PBS 1X pH 7.3, durante 1 h a 37 °C, y finalmente, las amibas se permeabilizaron 

por 15 min con 0.2% de Tritón X-100 en PBS 1X pH 7.3 y se bloquearon con suero 

fetal bovino (BFS) al 10% durante 1 h. El citoesqueleto de actina se tiñó con 

faloidina-rodaminada (1:150, Molecular Probes) durante 40 min a la misma 

temperatura. Los cubreobjetos fueron lavados y colocados en portaobjetos con 

DAPI (4,6-diamidino-2-fenilmeindol) -Vectashield (Vector Laboratories; 

Burlingame). Las muestras se analizaron con un microscopio de escaneo láser Carl 

Zeiss LSM 700 (Carl Zeiss Microimaging GmbH, Alemania).   La fluorescencia/célula 

se cuantificó con el software ImageJ, y el área de las amibas (en cinco campos 

diferentes con 15 células cada uno) se determinó con el software ZEN 2010 (Zeiss). 
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VI.4 Efecto del pH externo sobre la remodelación del citoesqueleto de actina 

El efecto del pH externo en el rearreglo del citoesqueleto se evaluó a través 

de estructuras de actina bajo dos estímulos: fibronectina y eritrocitos. Primero, se 

estimuló la formación de fibras de actina de la siguiente manera: los cubreobjetos 

fueron tratados con fibronectina a las condiciones antes mencionadas y se 

colocaron en placas de 6 pozos, se agregó 3 ml medio de cultivo TYI-S33 a los 

diferentes pHs a 37ºC. Luego, se añadieron 200,000 amibas a cada pozo y se 

incubaron durante 16 h a 37 °C. Después de la incubación, se obtuvieron 

previamente los eritrocitos humanos (A+) por punción dedal aproximadamente 100 

µl  (3 gotas), se colocaron en tubo eppendorf y se lavaron 2 veces con 1 ml PBS 1X, 

se centrifugación a 20 xg, y se temperaron a 37 °C previo a la interacción. Luego, 

se añadieron 10,000,000 cel/50 µl de eritrocitos, para una relación amiba/eritrocito 

(1:50) con un volumen final 200 µl para interaccionar con los trofozoítos ya 

adheridos durante 5 min y 10 min a 37 ºC. Al final del período de incubación, se 

fijaron las células con 1 ml de paraformaldheído 0.2% en PBS por 15 min  y se 

permeabilizaron agregando a la suspensión 1 ml µl de PBS-triton 0.2% por 15 

minutos. Se lavaron 2 veces suavemente con PBS. El citoesqueleto de actina fue 

teñido según lo descrito, y analizado por microscopia confocal con el software ZEN 

2010, y las imágenes fueron obtenidas con un fotomicroscopio Zeiss Axiophot y se 

procesaron mediante el software AxioVision. 

 

VI.5 Efecto del pH externo sobre el citoesqueleto de actina durante la 
fagocitosis 

El efecto del pH sobre la eritrofagocitosis se evaluó cuantitativa y 

cualitativamente. Para este experimento se llevo a cabo la eritrofagocitosis en 

suspensión. Los trofozoítos en medio de cultivo TYI-S-33 con diferentes pH 

externos, y se prepararon ambas suspensiones celulares a las condiciones 

descritas y una ves temperadas, se interaccionaron los trofozoítos con los eritrocitos 
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A+ humanos (relación 1: 50 amiba/eritrocito) durante 5 min o 10 min en 1 ml de 

volumen final. Se analizaron las muestras de las interacciones para determinar la 

presencia de eritrocitos. Para detener la fagocitosis y lisiar los eritrocitos no 

fagocitados, se añadió 1 ml de agua de doble destilación, dos veces (Shaffer JG, 

Balsam T.,1954; Trissl D, Martínez-Palomo A, de la Torre M, de la Hoz R, Pérez de 

Suárez E.,1978). Los trofozoítos se lavaron dos veces, y el número promedio de 

eritrocitos ingeridos se cuantificó midiendo la absorbancia óptica a 397 nm después 

de la lisis de los trofozoítos en 90% de ácido fórmico (Bharadwaj, R, Sharma, S, 

Janhawi, Arya, R, Bhattacharya, S, Bhattacharya, A., 2018). La hemoglobina fue 

cuantificada por espectrofotometría en OD400 (Bailey et al., 1985), y los valores se 

expresaron como un promedio de tres experimentos independientes. El análisis 

estadístico (análisis factorial de varianza, (ANOVA)) se realizó utilizando el software 

MiniTab versión 18. 

En otro conjunto de experimentos, los trofozoítos en suspensión se incubaron 

con eritrocitos humanos proporción 1: 50 (amiba:eritrocito) en los diferentes pHs 

externos y se procesaron para ensayos de inmunofluorescencia a fin de detectar 

actina polimerizada como se mencionó anteriormente, excepto que las células se 

fijaron con 2,5% de glutaraldehído en PBS durante 20 min. El análisis por 

microscopia confocal se llevó a cabo con el software ZEN 2010 (Zeiss), que también 

se utilizó para generar las imágenes de reconstrucción 3D. 

 

VI.6 Ensayos de unión:  

Preparación membranas para ensayo de unión 

Para llevar a cabo la identificación de proteínas que se unen a F-actina se 

realizaron ensayos de unión. Las membranas de nitrocelulosa (NC) de 0.45 µm, se 

prepararón de la siguiente manera: la membrana NC – Albumina fueron incubadas 

por 2 h a 22 ºC con 15 ml de una solución de 3% BSA en PBS conteniendo 1 mM 
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MgCl2 y 1 mM CaCl2. Luego, se lavaron en PBS a 4 ºC por toda la noche. La 

inmovilización de la albumina en la membrana fue por tratamiento con 

glutaraldehído utilizando las mismas condiciones ya mencionadas, la albumina 

absorbida se inmovilizó por incubación con glutaraldehído 0.25% en PBS (v/v) a 22 

ºC por 15 min. Posteriormente se lavaron (5 x 100 ml) con PBS y se incubaron en 

0.1 M Tris-HCl, pH 7.2 a 4 ºC durante 16 h y se lavaron 3 veces más. Para las 

membranas NC-G-Actina , éstas se colocaron en interacción con G-actina de 

musculo de conejo (concentración 20 mg de proteína /ml), se agregó en buffer G (5 

mM Tris-HCl pH8.0, 0.2 mM CaCl2, 0.2 mM ATP, 0.5 mM DTT) por 1 h a 4ºC. Y por 

último, las membranas NC-F-Actina, se tomó la misma concentración de actina de 

conejo 20 mg proteina/ml y se colocó en buffer de polimerización (1 mM Tris-HCl 

pH 7.5, 50 mM KCl, 2 mM MgCl2, 1 mM ATP, 50 mM carbonato de guanidina y 5 

mM DTT) se incubó por 1 h a temperatura ambiente. Ambas membranas NC-Actina 

G/F se  trataron con albumina para bloquear los sitios no ocupados de la 

nitrocelulosa y se trataron con glutaraldehído 0.25% en PBS (v/v) a 22 ºC por 15 

min y finalmente se realizaron mismos lavados ya mencionados con PBS y se 

incubaron en 0.1 M Tris-HCl, pH 7.2 a 4 ºC durante 16 h y se lavaron 3 veces para 

realizar los ensayos. 

 

VI.7 Purificación de proteínas de unión a G-/F-actina en Entamoeba histolytica 

Una vez obtenidos los cultivos de trofozoítos, éstos se colectaron y lavaron 

con solución I (HEPES 20 mM pH7.4, NaCl 160 mM). Se resuspendieron en solución 

II (Hepes 5 mM pH 7.5, EDTA 0.5 mM, EGTA 0.5 mM, Nonidet P40 0.05%, sacarosa 

0.34 M con inhibidores de proteasas) para lisar los trofozoítos e inmediatamente se 

colocó el extracto en nitrógeno líquido. 1 ml solución II/1x106 trofozoitos. Por otra 

parte, las membranas NC-Actina G/F y NC-Albumina fueron incubadas en 0.1 M 

Tris-HCl pH 7.2 toda la noche, se lavaron 4 veces con solución III (Hepes 50 mM 

pH 7.5, EGTA 0.5 mM, EDTA 0.5 mM, KCl 50 mM, Nonidet P40 0.05%, glicerol 10% 
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más inhibidores de proteasas). Posteriormente se descongelaron los trofozoitos y 

se homogenizaron (homogenizador de teflón Potter-Elvehjem) y se tomó una 

alícuota. El extracto se centrifugó a 100 000 xg durante 30 min-1 h. Se colectó el 

sobrenadante (se tomó una alícuota) y se agregó a la membrana NC-Albumina. Se 

incubó 1 h a 4 ºC, se retiró el extracto, enseguida se colocó el extracto restante en 

las membranas de NC-Actina G y se incubó durante 2 h a 4 ºC. Se retiró el extracto, 

se realizó el mismo procedimiento y el extracto restante se agregó a la membrana 

NC-Actina F, dejándose en incubación por 1 h a 4 ºC en presencia de 1 mM PMSF 

y 5 mM benzamidina. Se retiró el resto del extracto y se guardó en nitrogeno liquido. 

Todas las membranas (NC-albumina, NC-actina G y NC-Actina F) se lavaron 4 

veces con solución III y finalmente se eluyeron las proteínas en 1mL de solución III 

ATP 1 mM y MgCl2 3mM por 3 a 4 repeticiones. Y un ciclo más de elución con 

solución III utilizada anteriormente más 1 M KCl , tomando alícuota de cada elución. 

Todo el proceso de elución se realizó a 4 ºC y cada eluido se almacenó en nitrógeno 

líquido. Se analizaron las proteínas obtenidas por SDS-PAGE al 12 %. 

Posteriormente, estos geles se enviaron a masas para su análisis e identificar las 

proteínas obtenidas que interaccionaron con G-actina y con F-actina. (Modificación 

método reportado Forero C., & Wasserman, 2000). 

 

VI.8 Anticuerpos utilizados 

Para llevar a cabo las inmunodetecciones de algunas de las proteínas de unión a 

actina ABP, se utilizaron anticuerpos que reconocen la proteína recombinante, a 

continuación: 
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VI.9 Microscopia confocal 

Todas las preparaciones fueron observadas en un microscopio confocal 

LSM-700, y todas las imágenes fueron capturadas mediante el software ZEN 2.3 

SP1. El análisis de imágenes se realizó en el software Zen (edición azul) lite. 

 

VI.10 Análisis estadístico 

Los resultados de viabilidad fueron analizados estadísticamente con el 

software MiniTab versión 18.0. Se recogieron los datos del número de estructuras 

del citoesqueleto como puntos de actina de adhesión, tamaño, volumen, 

absorbancia de la hemoglobina y viabilidad de las amibas, y se evaluaron los 

siguientes descriptores estadísticos para cada una de ellas: desviación estándar, 

PROTEÍNA PLÁSMIDO PROTEÍNA RECOMBINANTE PROCEDENCIA 

Enolasa pRSETEHENO rEiENO Segovia-Gamboa, 2012 

Peroxirredoxina pRSETEhPRXN rEhPRXN González-Vázquez 2012 

Profilina pRSETEhPRF rEhPRF Pastor G., 2019. 

Cofilina pRSETEhCFL rEhCFL Pastor G., 2019. 
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cuartiles (Q1, Q2, Q3) y coeficiente de variación (datos no mostrados). Del mismo 

modo, se desarrollaron diagramas de caja y bigote como se describió. 

Los datos obtenidos de las direrentes estructuras del citoesqueleto de actina, 

se señalan en resultados. El tamaño y volumen de trofozoítos se estimó mediante 

análisis factorial de varianza (ANOVA) con los datos transformados de estas 

variables. Los datos se transformaron utilizando la técnica Box-Cox debido a que 

los datos no eran estándar. Este análisis estadístico se realizó utilizando el software 

MiniTab versión 18. 

 

VII. RESULTADOS 

VII.1 Proliferación de trofozoítos a diferentes pH extremos 

En la proliferación de los trofozoítos se observó que, a lo largo de toda la 

gama de pH estudiada (figura 8), se alcanzó el mayor número de células a las 48 h 

de cultivo celular, excepto a pH 6.0 donde este máximo fue de 72 h. Sin embargo 

después de este tiempo siguen creciendo, a comparación con los otros pHs (datos 

no mostrados).  En los pHs extremos (6.0 y 8.0), se observó una disminución 

estadísticamente significativa (P< 0.005, F = 466.4) en la proliferación amebiana en 

comparación con la obtenida a las 48 h y pH 6.8, donde se observó la confluencia 

celular máxima. La proliferación fue discreta durante las primeras 24 h de cultivo 

celular, y solo se observó un modesto pico de proliferación a pH 6.8. Un día después 

del cultivo celular (48 h), la proliferación se incrementó a medida que se aumentaba 

el pH externo hasta alcanzar la proliferación celular máxima a pH 6.8, y luego 

disminuyó cuando se aumentó el pH. Después de 72 h, se mantuvo la proliferación 

de los trofozoítos y se observó un único pico de proliferación (cerca del máximo). 

Sin embargo, cuando el pH era muy alcalino (8.0), la proliferación estaba casi 

atenuada. 
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Figura 8. Proliferación de trofozoítos de E. histolytica a diferentes pHs externos. Los 
trofozoitos se cultivaron en medio TYI-S-33, inóculo 15,000 trofozoítos durante 24, 
48 y 72 h en diferentes condiciones de pH: ácido (6.0 y 6.5), alcalino (7.5 y 8.0) y 
control (6.8). *Significativamente diferente de la condición de control (48 h y pH 6.8). 
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(P < 0.005, F = 466.4 grados de libertad = 4). Los resultados son representativos de 
tres experimentos independientes. 

VII.2 Efecto del pH externo en la formación de estructuras de F-actina. 

Mediante imágenes de fluorescencia (figura 9A) se analizaron las estructuras 

del citoesqueleto de amiba estimuladas con FN, cuando se incubaron a los 

diferentes pHs, donde se detectó un efecto significativo en la formación de diversas 

estructuras de actina (indicadas por flechas). El número promedio de puntos de 

actina/célula aumentó progresivamente desde 27 puntos a pH 6.0, 46 puntos a pH 

6.5, hasta un máximo de 53 puntos en la condición de control (pH de 6.8), para 

luego disminuir a 30 puntos a pH 7.5 y 15 puntos a pH 8.0 (F = 22.07, valor P< 0.01). 

Las fibras de estrés no fue posible cuantificarlas al microscopio de forma individual, 

sin embargo observamos que, las fibras de estrés se definieron mejor cuando el pH 

se aumentó progresivamente de la acidez a la condición de control (6,8), y luego la 

definición de las fibras disminuyó cuando el pH alcanzó la alcalinidad. 

Al llevar a cabo el análisis cuantitativo de la fluoresencia/célula, en primer lugar, se 

encontraron diferencias significativas en el número de puntos de actina en las 

muestras a pH 6.5, 6.8 y 7.5 (figura 9B). Además, se encontró que se va 

incrementando de pH 6.0 a pH 6.8 y luego disminuyó hasta alcanzar pH 8.0. Se 

pudo observar e identificar el citoesqueleto de actina amebiana y las diversas 

estructuras de actina principalmente actina cortical (filamentos actina 

citoplasmática), y puntos de actina en cada condición de pH externo evaluado.  
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Figura 9. Formación de fibras de actina a los diferentes pHs externos en trofozoitos 
en interación con fibronectina. El efecto sobre la formación de estructuras de F-
actina en presencia de fibronectina se muestra en las diferentes condiciones de pH. 
(A). Microscopia confocal. La fila (A, B, C, D, E) corresponde a las imágenes de 
contraste de fase y (A’ , B’ , C’ , D’ , E’ ) corresponde a las imágenes de F-actina 
fluorescente marcadas con faloidina-rodaminada. (B) Fluorescencia/célula. (Barras, 
10 µm). *Significativamente diferente del pH de control 6.8. Las flechas indican las 
estructuras de actina (puntos de actina, fibras de estrés y actina cortical. Los 
resultados son representativos del analisis 15 trofozoítos, tres experimentos 
independientes,por triplicado .  
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VII.3 Efecto del pH externo sobre la remodelación del citoesqueleto de actina. 

Al poner los trofozoítos de E. histolytica a dos estímulos simultaneos 

activadores del citoesqueleto, al contacto e unión a fibronectina y a la presencia de 

eritrocitos para promover la fagocitosis, se indujo la reestructuración o re-arreglo del 

citoesqueleto de actina como se esperaba (figura 10A, flechas), pero se observaron 

diferencias significativas estadísticamente entre ellas, dependiendo del pH externo 

(F = 9.88, P< 0.01). Se encontró que el número promedio de puntos de 

actina/células aumentó a medida que se fue incrementando el pH: de 18 puntos a 

pH 6.0, 37 puntos a pH 6.5 , hasta alcanzar un máximo de de 60 puntos a pH 6.8, 

posteriomente se observó una disminución de estas estructuras  de 31 puntos a pH 

7.5 y  de 21 puntos a pH 8.0. Así mismo identificamos que las fibras se observaban 

mejor definidas y estructuradas a pH ácido que pH alcalino en ambos tiempos 5 min 

y 10 min de interacción con los eritrocitos (figura 10B).  
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Figura 10. Efecto del pH externo en la reorganización del citoesqueleto de actina. 
(A) Formación de fibras de actina teñidas con faloidina-rodamina en trofozoitos 
estimulados por la interacción con fibronectina y por la presencia de eritrocitos. 
Control, sin estímulo; 5 y 10 min, ambos estímulos. (Barras, 10 µm). (B) 
Cuantificación de fluorescencia por célula (20-30 células por condición). 
*Diferencias estadísticamente significativas con respecto al pH de control 6,8 y 
***Diferencias estadísticamente significativas entre ambos tiempos de interacción (5 
y 10 min). Las flechas indican las estructuras de actina (puntos de actina, fibras de 
estrés y actina cortical. Los resultados son representativos del analisis 15 
trofozoítos, tres experimentos independientes,por triplicado .  
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VII.4 Efecto del pH sobre el citoesqueleto de actina durante la fagocitosis. 

Al llevar a cabo este trabajo, una de las preguntas que consideramos fue, si 

el pH externo podría afectar el proceso de eritrofagocitosis. Y como parte del análisis 

de la fagocitosis, se obtuvieron imágenes de reconstruccion en 3D para analizar la 

morfología de las células, donde se logró identificar puntos (o sitios) de contacto de 

los trofozoítos fagocíticos con el vidrio (portaobjetos) (como se indican en las flechas 

en la figura 11). Primeramente, encontramos que el número de puntos de actina 

observados durante la formación de estructuras de F-actina coincidió bien con el 

número de sitios de contacto (al vidrio) identificados en las imágenes 3D obtenidas 

en cada condición de pH; donde el número de sitios de contacto aumentó desde el 

pH 6.0 al pH 6.8, y posteriormente disminuyó cuando el pH se incrementó hasta 8.0. 

Además, las reconstrucciones en 3D también mostraron diferencias significativas 

con respecto al control pH 6.8 (F = 25.32, P< 0.01) en el volumen de las amibas en 

los pH extremos (6.0 y 8.0) analizados, pero no así cuando se encontraban cerca 

del pH control de 6.8. En la condición más ácida analizada pH 6.0, los trofozoitos 

tenían un volumen promedio mayor (33 µm3) y presentaban una forma más esférica. 

En el caso, cuando el pH era cercano al pH 6.8, la apariencia de las células variaba 

entre algunas que se encontraban aplanadas y otras que no lo estaban, pero sin 

modificar el volumen celular: pH 6.5  (25.4 µm3), pH 6.8 (29 µm3) y pH 7.5 (23 µm3). 

En la alcalinidad más alta (pH 8.0), la mayoría de las células se observaron 

aplanadas, y algunas de ellas mostraron un volumen reducido (20 µm3). Algo 

importante de mencionar es que no se encontró ninguna relación estadística entre 

la forma celular (aplanada o más esférica) y el volumen celular.  
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Figura 11. Reconstrucciones en 3D de trofozoitos a los diferentes pHs externos. 
Los números de puntos o sitios de contacto (indicados por flechas) fueron 
analizados en los pHs externos ensayados: (A) 6.0, (B) 6.5, (C) 6.8, (D) 7.5, y (E) 
8.0. Las imágenes son imágenes 3D representativas reconstruidas modelos de tres 
experimentos independientes. Cortes z (20-50, 1 µm). 
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Por otro lado, dentro del análisis a detalle de las imágenes obtenidas en 3D, 

observamos algo inesperado del citoesqueleto de la amiba, se logró identificar F-

actina dentro del núcleo de los trofozoítos de E. histolytica durante la fagocitosis en 

todas las condiciones de pH evaluados (figura 12). A pH ácido (6.0 y 6.5) se 

identificó actina filamentosa dentro del nucleo, aparentemente más en el centro del 

núcleo y con distribución granulosa. En el caso de pH control (6.8) se observó una 

marca más uniforme, un poco difusa y con una distribución más hacia la zona 

perinuclear. Mientras que, a 7.5 se identificó una marca de F-actina con un patrón 

menos claro, con una distribución más difusa y no tan enriquecida en la parte interna 

del núcleo (al analizar los cortes). Y finalmente a pH (8.0) se observó un patrón 

único, no identificado en anteriores condiciones y en éste la marca abarca desde la 

zona apical, la parte perinuclear y así como la parte interna.  
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Figura 12. Identificación de F-actina en núcleo en trofozoítos durante 
eritrofagocitosis en suspensión. Microscopía confocal (corte Z/sumatoria de los 
cortes) de trofozoítos en suspensión a distintas condiciones de pHs (6.0, 6.5, 6.8, 
7.5 y 8.0). El citoesqueleto se tiñó con Faloidina rodaminada a una dilución 1:50 
(rojo) y los núcleos con DAPI. Las escalas representan 10 µm.  Imágenes 
representativas reconstruidas obtenidas del analisis 15 trofozoítos, tres 
experimentos independientes, por triplicado.  
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En cuanto al análisis cuantitativo, observamos (figura 13A) que los trofozoítos 

ingirieron eritrocitos de forma persistente en todo el rango de pH analizado. El 

análisis del contenido de hemoglobina de trofozoitos reveló que a pHs más extremos 

(6.0 y 8.0), los trofozoítos ingirieron menos eritrocitos en ambos momentos de 

interacción mientras que, en los pHs de 6.5 y 7.5, la ingestión fue más cercana a la 

condición control de 6.8. Por otro lado, la dispersión de los datos mostró que, a los 

5 minutos de interacción, la fagocitosis fue muy variable entre las amibas, es decir, 

entre las células que ingirieron eritrocitos y las células que no lo hicieron; los 

cuartiles parecían más alargados. Mientras que, a los 10 minutos los cuartiles 

mostraron menor dispersión de la población amebiana  que ingirió eritrocitos. Vemos 

que, en el pH ácido, el tiempo de interacción parece ser más relevante para la 

ingestión de eritrocitos que el propio pH per sé, cuanto más tiempo de interacción, 

más eritrocitos ingeridos. 

En contraste, a pH alcalino (particularmente pH 8.0), la ingestión parece estar más 

influenciada por el pH que por el tiempo de la interacción, observándose que la 

eficacia de la ingestión de glóbulos rojos aumentó a medida que el pH se acercaba 

al pH 6.8 y disminuyó (sin desaparecer por completo) a medida que el pH se hacía 

más alto. Además, durante la eritrofagocitosis (figura 13B), las amibas se 

encontraron redondeadas y pleomórficas, con glóbulos rojos adheridos a la 

membrana externa en cada pH probado, en ambos tiempos de interacción, 5 mi y 

10 min. Así mismo, se observó un citoesqueleto de actina estructurado, pero con 

diferencias en la estructura de la actina. A medida que el pH cambió de ácido a 

alcalino, el citoesqueleto pasó de una red más apretada a una red más relajada o 

más abierta. 
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Figura 13. Efecto del pH externo sobre la eritrofagocitosis. (A) Contenido de 
hemoglobina a 5 y 10 min de eritrofagocitosis. Se realizaron ensayos 
independientes por triplicado. Se observaron diferencias significativas (F = 2,88, P< 
0,01) entre ambos tiempos de interacción en cada condición de pH. (B) Microscopia 
confocal de la f-actina teñida con falloidina-rodaminada de trofozoítos fagocíticos. 
Núcleos teñidos por DAPI (Barras, 10 µm). Flechas indican zonas  de interacción 
con los eritrocitos. Los resultados son representativos de tres experimentos 
independientes, por triplicado, 15 trofozoítos. 
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VII.5 Identificación de proteinas de union a F-actina (ABPs) en Enamoeba 
histolytica. 

 Para determinar que proteínas podrían estar en unión con actina filamentosa 

y actuar como posibles reguladores de la dinámica de estructuración del 

citoesqueleto de actina en amiba, en condiciones óptimas, se realizaron ensayos de 

interacción de un extracto total de amiba con albumina (control), G-actina y F-actina  

en membranas de nitrocelulosa, seguido de obtención de las proteínas en gel SDS 

PAGE y el posterior análisis por espectrometría de masas, el cual se llevó a cabo 

en la Unidad de Genómica, Proteómica y Metabolómica LaNSE-CINVESTAV. Se 

lograron identificar varias proteínas que se unieron directamente a F-actina y G-

actina; las cuales se agruparon según sus funciones celulares como: metabolismo, 

uniones a metales, unión a citoesqueleto, de vesículas, de núcleo, entre otras (Tabla 

1) que se unen a F-actina y (Tabla 2) las que se unieron a G-actina. Posteriormente, 

se llevó a cabo el análisis in silico para conocer las posibles interacciones entre 

cada grupo de familia de proteínas y F-actina. Las secuencias se descargaron de 

UniProt (www.uniprot.org) y el análisis de interacción fue mediante servidor String 

(www.string-db.org). Dentro de las interacciones (figura 14), identificamos que 

algunas interacciones se dan directamente con F-actina, como fue en caso de las 

proteínas de unión a actina (“ABPs”): profilina, actoforina, complejo ARP (tanto ARP 

2/3 como ARP 3 ), cofilina, cortexina; y otras la interacción fue indirecta, mediante 

la unión con 2 o 3 proteínas más, como en el caso de filopidina, anquirina, proteína 

similar actina, proteína de estrés. De igual forma, se encontró proteínas del grupo 

de la familia Rho, Ras, Rac G, y GTP/Rho, Rac A interaccionando directamente con 

F-actina. Otras proteínas con unión a F-actina encontradas fueron proteínas con 

actividad oxidoreductasa, como peroxiredoxina que a su vez se encontró formando 

complejo con tioxiredoxina, y formando complejo con proteínas dedos de zinc. Así 

también en interacción con proteínas cinasa y proteínas de metabolismo, se 

encontró la proteína superóxido dismutasa en interacción directa con 

peroxirredoxina y con F-actina. Además, se identificó interacción directa de F-actiina 
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con proteínas de metabolismo energético como glucosa fosforilasa, proteína 3, 

gliceraldehído 3 fosfato deshidrogeasa, NADPH-alcohol deshidrogenasa, sintetasa 

de cisteína, inositol fosfato fosfatasa, NAD alcohol deshidrogenasa, enolasa, 

calreticulina, triosafosfato isomerasa, calponina; y en interacción indirecta con otros 

grupos proteínas: Rab A, GTPasa, , peroxirredoxina, malato deshidrogenasa, así 

también con proteínas fosfatasa /cinasa: guanilato cinasa, timidilato cinasa. 

Finalmente, se identificaron proteínas nucleares o con función nuclear en 

unión directa a F-actina como el factor de elongación 1 alfa, fosforilasa nucleósido 

purina, endorribonucleasa, DEAD/DEAH helicasa, proteína de unión poliadenilato, 

proteína reparadora DNA. Se encontró también interaccionando de manera 

indirecta con la proteína ribosomal 40 S2 y  con la helicasa reparadora de DNA 

(figura 14).  
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Tabla 1. Proteínas de unión a F-actina obtenida de los ensayos de unión e 
identificada por espectrometría de masas. Se presentan algunas de las proteínas 
agrupadas por su función celular, identificándose proteínas con relación directa con 
citoesqueleto y proteínas no relacionadas. Se consideró score de interacción óptimo 
de 1 en adelante. 
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Tabla 2. Proteínas de unión a G-actina obtenida de los ensayos de unión e 
identificada por espectrometría de masas. Se presentan algunas de las proteínas 
agrupadas por su función celular, identificándose proteínas con relación directa con 
citoesqueleto y proteínas no relacionadas. Se consideró score de interacción óptimo 
de 1 en adelante. 
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Figura 14 . Imagen de las interaciones entre Familia de proteínas y F-actina de 
E. histolytica. Esquema representativo de las interaciones posibles entre proteínas 
obtenidas del ensayo de unión a F-actina de amiba, agrupadas por tipo de función 
celular, obtenidas del análisis in silico. 
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VII.6 Expresión de algunas proteínas en cultivos de trofozoitos a 24 y 48 h. 

En experimentos posteriores, se llevó a cabo el análisis de expresión de 

algunas de las proteínas identificadas: profilina de (18 kDa), peroxirredoxina (30 

kDa) y enolasa (46 kDa), en cultivos de 24 y 48 h a los diferentes pHs (6.0, 6.5, 6.8, 

7.5 y 8.0) (fig. 15, (A) 24 h y (B) 48 h). Se observó una expresión constante de 

peroxirredoxina en todas las condiciones de pHs en cultivos de 24 h (figura 15A), 

observándose una ligera disminución a pH 6.8 (control); mientras en cultivos de 48 

h (figura 15B), la expresión va de menor a mayor de pH ácido a pH alcalino. En caso 

de enolasa su expresión se encontró disminuida a pH extremos (6.0 y 8.0), 

aumentada a 6.5 y 7.5, y una máxima expresión a pH 6.8 en cultivos de 24 h (figura 

15A), en contraste a las 48 h de cultivo (figura 15B) donde se observó una mayor 

expresión a pH ácidos (6.0 y 6.5) y una expresión disminuida a pH hacia el alcalino 

(6.8, 7.5, y 8.0). Finalmente, la expresión de profilina se encontró disminuida a todos 

los pHs, excepto pH 7.5 donde se mostró una expresión ligeramente aumentada en 

cultivo de 24 h (figura 15A); mientras que, en cultivo de 48 h (figura 15B) se encontró 

expresión disminuida de profilina a pH ácido (6.0 y 6.5), y va incrementándose 

conforme va hacia la alcalinidad (6.8, 7.5, 8.0). A su vez se identificó una banda de 

mayor peso (87 KDa), que correspondería a profilina unida a otro proteína formando 

un complejo (figura 15B), identificándose mayor expresión hacia pH ácidos (6.0, 6.5) 

así como pH normal 6.8 y disminuyó a pH alcalinos (7.5 y 8.0). 
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Figura 15. Expresión de peroxirredoxina, enolasa y profilina durante exposición de 
los trofozoítos de Eh a diferentes pH. La expresión de cada proteína fue analizada 
por Western blot a 24 y 48 h de cultivo en los diferentes pHs con los anticuerpos 
anti-rEhPRXN, anti-rEhENO y anti-rEhPRF. Expresión a 24 h (A), y la expresión a 
48 h (B). Los diferentes pHs: 1(pH 6.0), 2(pH 6.5), 3(pH 6.8), 4(pH 7.5) y 5(pH 8.0). 
Lineas en rojo indican peso molecular esperado. En peroxirredoxina y profilina se 
indentifican en peso esperado y en forma de complejo, 
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VIII. DISCUSIÓN 

 Cuando los trofozoítos de E. histolytica cruzan la barrera de la mucosa del 

colon para infectar, deben llevar a cabo procesos vitales (motilidad, adherencia a 

sustratos, endocitosis, exocitosis y fagocitosis) que requieren la remodelación o 

reestructuración del citoesqueleto de actina. Esta reestructuración también debe 

llevarse a cabo contra un gradiente de pH (5.7-7.0) establecido desde el lado luminal 

de la mucosa del colon hasta el tejido epitelial (Bahari et al. 1982; Rees y Turnberg 

1982). Hasta ahora, no se ha descrito cómo este gradiente de pH afecta la 

remodelación del citoesqueleto y otras funciones celulares de estos parásitos 

vinculadas a esa reestructuración del citoesqueleto. 

 Durante la proliferación se observó que, los trofozoítos no proliferaron en pH 

por debajo de 6 y por encima de 8 (datos no mostrados), y el pH óptimo (condición 

de control) de crecimiento fue de 6.8. Encontramos que el pH externo afecta la 

proliferación de los trofozoitos exhibiendo un máximo de viabilidad celular a pH 6.8 

-7.5. En otros tipos de células, por ejemplo, en células T humanas cultivadas, los 

cambios en el pH extracelular de 7.0 a 7.4 afectan la proliferación (Carswell et al., 

2000). Las células T exhibieron una proliferación más alta en pH neutro que en pH 

alcalino. Así mismo, se observó un aumento de la proliferación cuando las células 

leucémicas se cultivaron con un pH de 6.6 en lugar de un pH de 7.4 (Bohloli et al., 

2016). Los resultados sugieren en general que, el pH del ambiente puede tener 

influencia sobre la proliferación de células, incluyendo a las amibas. 

Los cambios en el ambiente externo, como el pH, también deben inducir 

modificaciones que permitan a los trofozoítos de E. histolytica adaptarse y realizar 

sus procesos funcionales (motilidad, adhesión y fagocitosis) durante la infección, 

incluso cuando esas condiciones externas no son del todo favorables. 

Se ha observado que, en condiciones normales de cultivo en el laboratorio, 

los trofozoitos presentan diversas estructuras de actina, como invaginaciones 
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fagocíticas, cinturones o cables de actina cortical, placas de adhesión y la formación 

de puntos actina (Talamás-Rohana y Ríos, 2000; Ríos et al., 2008). En nuestra 

evaluación del efecto del pH externo sobre la formación de fibras y otras estructuras 

de actina, observamos diferencias significativas específicamente en el número de 

puntos actina a los distintos valoes de pH. Esto indica que el pH externo influye en 

la forma en que el citoesqueleto se reestructura dentro del trofozoíto para favorecer 

que se adhiera a la fibronectina, como ya se ha reportado (Rios et al., 2008). Asi 

mismo, el efecto del pH externo resultó en fibras de actina mejor estructuradas y 

definidas a pH cercano a pH 6.8 (6.5, 7.5) que a pH más extremos (6.0, 8.0); esto 

podría estar relacionado con cambios en la polimerización de actina, un proceso 

que también depende del pH, como lo demuestran los experimentos in vitro en 

actina muscular (Wang et al. 1989).  

Sin embargo, no hay datos in vivo que relacionen cambios externos con 

cambios intracelulares del pH. En este estudio, se obtuvieron datos preliminares 

que indican que el pH amibiano intracelular bajo estimulación con fibronectina y 

colágeno es de 4.5 y 5.6 respectivamente (datos no mostrados),  mientras que el 

pH intracelular (sin estimulo) no pudo determinarse con precisión. Si bien los efectos 

del pH en las actividades intracelulares están en toda la célula, uno de los sistemas 

sensibles al pH significativos en las células es el citoesqueleto de actina (Damaghi 

et al., 2013). En las células cancerosas de mamíferos, por ejemplo, el ensamblado 

de actina requiere un pHi (pH interno) > 7.2, y los cambios en pHi de 0.3-0.4 

unidades inducen diferencias dramáticas en el ensamblaje y arquitecturas de 

filamentos de actina (Webb et al., 2011).  

En experimentos in vitro de actina muscular, mostraron que la formación 

inicial de los núcleos de polimerización de G-actina (nucleación), está influenciada 

por el pH de modo que, en pH ácido el número de puntos de actina aumenta, pero 

la longitud de los filamentos que se forman se reduce, mientras que en pH alcalino 

los filamentos se caracterizan por ser más extensos (Zimmerle, y Frieden, 1988; 

Casey et al. 2010).  
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Nuestros resultados indicaron que en las condiciones más ácidas (pH 6.0) 

aumentó el volumen celular, los trofozoitos tenían un citoesqueleto más 

estructurado y mostraban una forma más esférica, esto al hacer el análisis a detalle 

de la amibas a cada condición de pH. A pH 6.8, los trofozoitos mostraron diversas 

morfologías, es decir se observaron pleomórficos lo cual las caracteriza, por lo que 

la forma de los trofozoítos varió de esférica a aplanada, pero el volumen celular se 

mantuvo aproximadamente igual. Una vez que el pH alcanzó la alcalinidad (pH 8.0), 

disminuyó el volumen de los trofozoitos, con un citoesqueleto menos estructurado y 

una forma aplanada. Se sabe que la interacción de la F-actina con la membrana 

plasmática frena el aumento del volumen celular (Mills et al. 1994). Si la afluencia o 

el flujo de agua dentro de la celula es moderado, la F-actina permanece asociada 

con la membrana celular, pero cuando se pierde la unión F-actina-membrana, se 

produce la expansión celular.  

Nuestros resultados sugieren que los cambios en el pH externo modifican la 

estructura del citoesqueleto de actina de los trofozoitos. A partir de experimentos in 

vitro  (actina de neutrófilos) (Schmoller et al., 2012), sabemos que el pH modula el 

tamaño de la malla formada por una red reconstituida de actina. A pH alcalino (8.0) 

las fibras forman una red más abierta y relajada, en comparación con lo que ocurre 

a pH ácido (5-6), donde el tamaño de la malla es pequeño, y la red es más cerrada 

o compacta. En otras palabras, la flexibilidad o rigidez de una red formada por fibras 

de actina varía según el pH, por lo que la red de fibras de actina que constituyen el 

citoesqueleto también puede modificarse según el pH. Sin embargo, no 

encontramos ninguna relación significativa entre la forma de la célula (más esférica) 

y el volumen celular, por lo que parece haber algunos otros factores (no solo la 

afluencia de agua o eflujo) implicados en ambos fenómenos. Considerando lo 

anterior, es posible que la modificación de la arquitectura del citoesqueleto pueda 

afectar la interacción entre la red de citoesqueleto F-actina y la membrana 

plasmática, que implica una modulación de las fuerzas de tensión que permiten que 

la célula se expanda. 
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Por lo tanto, a pH ácido, la red de F-actina, que está en una forma más 

compacta y más rígida, podría disociarse de la membrana plasmática, lo que le 

permite expanderse debido a la pérdida de elementos de andamiaje que impiden la 

expansión celular y el incremento del volumen celular. Lo que podria explicar que, 

a  pH (6.5 y 7.5) cercano a la condición de control (6.8), el citoesqueleto de actina 

podría estar parcialmente asociado con la membrana plasmática, y las células 

pueden transitar a un estado intermedio de tensión (citoesqueleto actina/membrana 

plasmática), donde el volumen celular no cambia, y conserva la forma pleomórfica 

típica, observando células entre esférica, y aplanadas. Y en condiciones de 

alcalinidad (pH 8.0), la red del citosqueleto de actina se vuelve más abierta y 

relajada, por lo que se facilita su asociación con la membrana plasmática, 

proporcionando elementos de andamiaje permitiendo la expansión celular y el 

aumento o disminución del volumen celular. El mecanismo por el cual el aflujo y 

eflujo celular ocurre en los trofozoitos de E. histolytica todavía se desconoce. 

Nuestros resultados también muestran que los cambios en el pH externo 

pueden influir en procesos fisiológicos como la fagocitosis. Durante la fagocitosis, 

se observó que, la ingestión de eritrocitos depende tanto del tiempo de interacción 

trofozoitos/ eritrocitos, como del pH. Nuestros resultados sugieren que, el tiempo de 

interacción parece ser más relevante para ingerir glóbulos rojos a pH ácido. En 

contraste, a pH alcalino (particularmente pH 8.0), la ingestión de eritrocitos parece 

estar influenciada más por el pH que por el tiempo de interacción. La capacidad de 

E. histolytica para adaptarse a los cambios externos de pH y todavía fagocitar 

sugiere que la amiba detecta estos cambios externos de pH y luego los traduce 

dentro de la célula para inducir cambios, como en la disposición y reorganización 

del citoesqueleto, que le permite engullir las células. Un ejemplo de esta traducción 

sucede durante el proceso de invasión, donde la amiba detecta la acidez en el 

ambiente (colón pH 5.2), expresando peroxirredoxina en el citoplasma para 

acidificarse, evitando cambios súbitos y extremos (Pacheco Yepes, et al., 2014). 
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Por otra parte, se observó que el número de puntos de actina aumenta a 

medida que el pH externo varía de ácido a pH 6.8 (neutro) y disminuye a medida 

que el pH aumenta hacia la región alcalina. Desde su descripción, se ha observado 

que los puntos de actina se forman en la membrana plasmática  y se organizan 

alrededor de invaginaciones fagocíticas, en el momento en que la amiba envuelve 

una célula (Ravdin et al., 1981; Bailey et al., 1985), lo que sugiere posiblemente que 

la reorganización del citoesqueleto alrededor de la invaginación fagocítica pueda 

estar influenciada por el pH externo. Sin embargo, este punto requiere un estudio 

más profundo. 

El análisis de las estructuras 3D y las condiciones de pH externo estudiado 

también permitió la identificación de puntos de contacto, cuyo número coincide con 

el número de puntos de actina observados. Estos puntos focales de actina permiten 

que los trofozoitos se adhieran, contribuyendo a su virulencia, para llevar a cabo el 

proceso de invasión en la célula huésped. En comparación, E. dispar no es una 

amiba virulenta, y su citoesqueleto está menos reorganizado y tiene menos puntos 

focales de actina. (Talamás-Lara et al., 2015). 

La fagocitosis juega un papel crucial en la patogénesis amebiana y en la 

absorción de nutrientes; por lo tanto, la eritrofagocitosis es un evento que se 

considera una de las características más importantes de la virulencia parasitaria 

(Orozco, Guarneros y Martínez-Palomo, 1983). Los experimentos de 

eritrofagocitosis a los diferentes pHs revelaron que el pH externo afecta a la 

fagocitosis, por lo que, adicional a nuestro trabajo, quisimos evaluar la participación 

del canal de cloruro de CIC de E. histolytica EhCIC-A en la eritrofagocitosis a las 

diferentes condiciones de pH, ya que èste transportador de membrana es un 

regulador de èste proceso y se ha sugerido como un regulador de pH y volumen 

celular (Salas-Casas et al., 2006). En nuestros resultados no se encontró una 

participación preponderante de este canal, es decir al inhibir su actividad no se 

afectó la eritrofagocitosis y bajo las condiciones experimentales utilizadas se mostró 

dependencia del pH, detalles en la publicación (Vanegas-Villa et al., 2022).  
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Por lo tanto, es probable la participación de otros intercambiadores como el 

intercambiador EhCCX de Ca2+/H+, que se encuentra predominantemente en la 

membrana plasmática de los trofozoitos, y cuya sobreexpresión aumenta la 

virulencia in vitro (Valle-Solis et al., 2018). Asimismo, se ha reportado que la 

exposición de fosfatidilserina (PS) en la superficie de eritrocitos después del 

tratamiento con calcio induce cambios en sus propiedades de adherencia a la amiba 

(Boettner et al., 2005), por lo que a pH ácidos, la actividad de EhCCX podría mediar 

el intercambio de Ca2+/H+, con lo que afectaría la adherencia de los eritrocitos y su 

posterior fagocitosis. Sin embargo, esto es una suposición que debemos evaluar en 

un futuro. 

No obstante que el proceso de fagocitosis todavía no está del todo claro en E. 

histolytica, un estudio de proteómica de alto rendimiento de los fagosomas del 

parásito reveló la presencia de una gran cantidad de proteínas reguladoras del 

citoesqueleto. Entre estas proteínas se encuentran actina, miosina, la quinasa PI3, 

el complejo Arp, la proteína quinasa activada P21 (PAK), las proteínas de unión al 

calcio y las GTPasas Rho (Okada et al., 2005; Marion y Guillén, 2006; Okada y 

Nozaki, 2006; Rios et al., 2008; Biller et al., 2014). También, se ha reportado que el 

citoesqueleto desempeña un papel en la fagocitosis en E. histolytica (Biller et al., 

2014).  

Cabe resaltar que, en este trabajo, se corroboró la presencia de varias de estas 

proteínas en interacción con F-actina y además identificamos también proteinas que 

se unen a G-actina mediante el análisis de espectrometría de masas, las cuales se 

clasificaron por su función celular. Se logró identificar por primera vez algunas 

proteínas con función relacionada al DNA o al núcleo, observándose su presencia 

mediante los experimentos de interacción con F-actina: la proteína de unión al factor 

1 alfa de elongación, proteína reparadora de DNA, DEAD/DEAH helicasa, entre 

otras. Además, en los ensayos de eritrofagocitosis en suspensión, se logró 

identificar por primera vez la presencia y colocalización de F-actina en el núcleo de 

los trofozoitos E. histolytica,  lo cual es relevante; ya que podría indicarnos la posible 
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participación de F-actina en la estructura nuclear de este parasito, como ya se ha 

visto en Amoeba proteus.  En esta amiba, se refiere la presencia predominante de 

G-actina en el núcleo asociada a cromatina, la cual mostró participación en la 

organización nuclear adyacente a la superficie nuclear y presencia también de F-

actina en el núcleo, dando una estructura de canasta de basket englobando al 

núcleo y conectándolo con la periferia nuclear y el citoplasma, mostrando que actina 

está involucrada en procesos nucleares fundamentales, los cuales también podrían 

darse en otros organismos (Berdieva et al., 2016). Sería importante caracterizar e 

identificar las posibles funciones que la actina lleve a cabo en nucleo, así como 

conocer si ésta se encuentra en forma filamentosa o monomérica, ya que hasta el 

momento no se cuenta con ningún dato sobre las otras formas de actina en el núcleo 

de E histolytica. Por otra parte, la identificación de proteínas con diversa actividad 

como metabolismo energético, oxidorreductas, cinasas, etc, en interacción entre 

ellas y con otras proteínas de diversa función, así como la interacción de F-actina 

con calreticulina, calmodulina, enolasa, nos sugiere la alta complejidad en la 

relación de estos grupos de proteínas y su participación en la regulación en 

procesos celulares. Por ejemplo calreticulina participa durante el proceso de 

invasión mediante la unión con ligandos de lectina en sitios ricos de calcio, mientras 

que en el caso de calmodulina, ésta es importante en la patogénesis promoviendo 

la progresión de la enfermedad, y la enolasa ha sido involucrada en la secreción de 

vesículas y enquistamiento. La presencia de tioxiredoxina, peroxirredoxina y 

superoxido dismutasa y sus interacciones entre si, confirman su papel en la 

regulación de las condiciones del ambiente celular externas e internas de pH en 

procesos como proliferación, invasión y fagocitosis (Bhattacharya A et al., 2006; 

N.C. Segovia-Gamboa et al., 2010; Babuta M. et al., 2020; XJ. Cheng et al., 2004).  

En este trabajo fue posible identificar diferencias en la expresión de 

peroxirredoxina, enolasa y profilina durante la proliferación celular a las 24 y 48 h 

de cultivo a las diferentes condiciones de pH evaluadas, lo que nos sugiere que 

estas tienen distintas funcionalidades, como el caso de peroxirredoxina cuya 



 

 
 
 
 
 

74 

expresión en cultivos tempranos  es constante, mientras a 48 h y a pHs más 

alcalinos su expresion aumenta, lo cual nos habla de su papel regulador del 

ambiente celular a su favor, mediando la protección contra la formación de 

compuestos oxigenados como el peróxido de hidrógeno para asegurar la 

sobrevivencia (Olivos García A., et al., 2009). La expresión de profilina fue constante 

a pH ácidos, mientras que, a pH alcalinos disminuyó, caso contrario a las 48 h donde 

fue de menos a más conforme se llegó a la alcalinidad. Dada las funciones de estas 

proteínas sería importante estudiar más a profundidad para conocer la implicación 

que tienen estas proteínas en procesos celulares vitales como la proliferación.  

Finalmente, nuestros resultados mostraron que el pH externo influyó en la 

proliferación de trofozoitos al ser evaluados en la fase exponencial, siendo las 

mejores condiciones a un pH de 6,8. Fuera de ese valor de pH, la proliferación 

celular se redujo, lo que sugiere que la población de amibas permanezca en un 

estado de endoreplicación, estado en el cual la célula deja de reproducirse, queda 

en un estado de latencia y solo genera copias de su DNA, quedandose así, hasta 

que estén las condiciones óptimas para su replicación (Mukherjee C., Graham C., 

& Lohia, 2008). Sugerimos también que el efecto del pH en la fagocitosis de los 

eritrocitos a pH no está totalmente mediado por la morfodinámica del citoesqueleto 

de actina, cofilina y profilina. Estos resultados son la primera evidencia experimental 

de que la eritrofagocitosis amibiana es afectada por el pH y que E. histolytica tiene 

un sistema interno complejo y sensible para poder responder eficientemente para 

su sobrevivencia. 
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IX. CONCLUSIONES 

1. El pH externo influye sobre la proliferación de los trofozoitos de E. histolytica, 

siendo pH 6.8 el óptimo. 

2. Las variaciones del pH externo inducen cambios sobre los filamentos de 

actina en los trofozoítos de E. histolytica. 

3. En los pHs evaluados, los trofozoitos no mostraron diferencia significativa en 

la capacidad de fagocitar eritrocitos humanos, lo que sugiere que los 

trofozoítos son capaces de adaptarse a un amplio rango de pH externo, 

manteniendo la virulencia.  

4. En condiciones óptimas de pH 6.8 se encontró interaccionando con F-actina 

a varias de las proteínas del citoesqueleto como cofilina, profilina, miosina, 

vilina y formina, así, como también otras no relacionadas directamente a 

citoesqueleto como: superóxido dismutasa, enolasa, peroxirredoxina, entre 

otras. 

5. Identificamos por primer vez la presencia de F-actina en núcleo de E. 

histolytica  durante la eritrofagocitosis en suspensión. 

6. Identificamos que el aumento en la fagocitosis de eritrocitos a pH ácidos no 

está mediada en su totalidad por los canales de CIC ni por la morfodinámica 

del citoesqueleto mediado por actina, profilina y cofilina. 

7.  Lo anterior es la primera evidencia experimental en la que la eritrofagocitosis 

amibiana es dependiente de pH y que se incrementa a pH ácidos. 
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X. PERSPECTIVAS 

 

1. Evaluar el efecto del pH externo sobre la estructuración de actina en trofozoitos 

de E histolytica a tiempos más tempranos, dado que la reestructuración se da 

en tiempos muy cortos y rápidos. 

2. Determinar que proteínas están interaccionando con F-actina en las 

distintas condiciones de pH´s tanto ácidas como alcalinas. 

3. Determinar el efecto del pH sobre la formación de los filamentos de actina, 

es decir durante la polimerización de actina en amiba. 

4. Estudiar el efecto del pH y la profilina en la cinética de polimerización de 

actina que permita caracterizar dicho proceso en E histolytica. 

5. Realizar estudios caracterización de F-actina en núcleo a fin de corroborar 

su presencia y poder dilucidar su posible función o funciones en el núcleo.  
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Introduction

Entamoeba histolytica is an anaerobic parasite that
colonizes the intestinal lumen producing human
amoebiasis, which represents the third cause of
death via parasites globally (Kantor et al. 2018;
Marie and Petri 2014; Shirley et al. 2018). Once
inside the human host, the cyst reaches the ileum
lower part and the cecum (mainly), where cysts
undergo excystment, and each cyst gives rise to
eight trophozoites. These migrate to and multiply
in the colon (Cleveland and Sanders 1930;
Makioka et al. 2009; Mi-ichi et al. 2016). The tropho-
zoite adheres to the mucin that forms the mucus of
the colonic mucosa through the Gal/GalNAc lectin
(Chadee et al. 1987). Once attached, the tropho-
zoite degrades the mucin using cysteine proteases,
especially EhCP-A5 (Cobo et al. 2018; Cornick and
Chadee 2017; Moncada et al. 2006), generating
epithelial ulcers (cytolysis) and invading the intesti-
nal mucosa, causing dysentery and progresses
through the blood vessels to extra-intestinal loca-
tions like liver, brain, and lungs, (Dzikowiec et al.
2017; Petri and Haque 2013; Pérez-Tamayo et al.
2006; Ralston and Petri 2011; Stanley 2003).

As part of the amoebic pathogenic mechanisms,
motility, adherence to substrates, endocytosis, exo-
cytosis, and phagocytosis are relevant processes
that require the remodeling or restructuring of the
cytoskeleton (Guillen 1993; Manich et al. 2018).
Such remodeling requires reorganizing the fiber net-
work of globular actin monomers (G-actin) and
actin-binding proteins (ABPs), thus forming various
dynamic structures rich in actin that rapidly polymer-
ize such as lamellopodia, filopodia, invadosomes,
focal adhesion, and actin points. These actin points
constantly interact with their environment and are
regulated jointly by signals from the extracellular
matrix (Emmanuel et al. 2015). The reorganization
of actin fibers provides the cytoskeleton with the
ability to restructure according to environmental
conditions dynamically. Therefore, cytoskeletal
remodeling is part of the adaptive response of the
amoeba to changes in the external environment
(Aley et al.1984).

According to Fallingborg (1999), inside of the
gastrointestinal lumen, an ingested cyst of Enta-
moeba histolytica faces pH changes that go from
highly acid in the stomach to about pH 6 in the duo-
denum. The pH gradually increases in the small
intestine from pH 6 to about pH 7.4 in the terminal
ileum, and then the pH drops to 5.7 in the caecum,
but again gradually increases, reaching pH 6.7 in
the rectum. Considering that excystment mainly
occurs at the caecum, where the pH is relatively acid
(5.7), the trophozoites (derived from the cyst) have
to face a pH gradient when crossing the mucus of
the colonic mucosa to infect the epithelial tract. So
the real environmental challenge that the tropho-
zoites have to face is a local pH gradient which is
established from the lumen (pH 5.7) towards the
intestinal epithelium (pH 7), which is apparently sus-
tained by the secretion of bicarbonate (from non-
parietal cells) in exchange for Cl-, a buffer system
that works along with the whole gel of intestinal
mucosa (Bahari et al. 1982; Rees and Turnberg
1982). It is unknown whether changes in external
pH can induce internal changes in the amoeba, such
as remodeling its cytoskeleton. In this regard, it is
only known that in vitro, the spontaneous assembly
of G-actin to form actin fibers is affected by pH, and
this occurs more rapidly at pH 6.5 than at pH 8.0
(Zimmerle and Frieden 1988). Furthermore, through
in vitro experiments, Schmoller et al. (2012) have
reported that the flexibility or rigidity of the network
formed by actin fibers also varies depending on
the pH, so that the size of the mesh that forms this
network of fibers is larger and more open at alkaline
pH (8.0) than at acidic pH (5-6). It is essential to
mention that several ABPs’ involvements regulate
the assembly and re-assembly of the cytoskeleton
in specific pH-dependent ways (Blondin et al.,
2002; Frantz et al., 2008; Fan et al. 2016), making
the cytoskeleton remodeling a more complex pro-
cess that is still unknown.

Some components of the E. histolytica cytoskele-

ton and their interconnections with the intracellular

signaling system have been characterized

(Gastelum-Martı́nez et al. 2018; Labruyère and

Guillén 2006; Meza et al. 2006). However, little is

known about the influence that external factors

may exert on the remodeling of the amoeba

cytoskeleton and the repercussions that these fac-

tors may have on its morphology and physiology.

Therefore, it is particularly relevant to characterize

the effect that external pH can exert on the remodel-

ing of the amoeba cytoskeleton, as this will provide a

clearer vision of the modifications that this proto-

zoan must implement in order to adapt to the

changes in external pH when crossing the mucosa

of the human colon during the infection process.
In this study, we found that changes in external pH

affect fiber reorganization and other actin structures
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in trophozoites interactingwith fibronectin and in ery-
throphagocytosis. Another process affected by
changes in external pH (6-8) is the proliferation of
trophozoites. We found that the largest population
of cells is found after 48 h of culture and at the best
pH of 6.8. Outside of that pH value, the cell prolifera-
tion was reduced, suggesting that the amoeba may
prefer to remain in an endoreplication state.

Results

Trophozoites Proliferation at Different External pH

The results showed that the proliferation of tropho-
zoites was influenced by external pH (Fig. 1). Along
the whole pH range studied, the highest number of
cells was reached at 48 h of cell culture, except at
pH 6.0 where this maximum was 72 h. At extreme
pHs (6.0 and 8.0), a statistically significant (P <
0.005, F = 466.4) decrease in the amoebic prolifer-
ation was observed in comparison to that obtained
at 48 h and pH 6.8, where the maximum cell conflu-
ence was observed. The proliferation was discrete
for the first 24 h of cell culture, and only a modest
peak of proliferation was observed at pH 6.8. Two
days after inoculation (48 h), it was observed that
cell numbers increased as the external pH
increased until reaching maximum cell numbers at
pH 6.8, Cell numbers then decreased as pH was
Figure 1. Proliferation of E. histolytica trophozoites at dif
S-33 medium during 24, 48 and 72 h under different pH
and control (6.8). *Significantly different from control c
Degrees of Freedom = 4). Results are representative of
increased further. After 72 h, trophozoite numbers
were stable, and a single peak of proliferation (near
the maximum) was observed at pH 6.5 and 6.8.
However, when the pH was very alkaline (8.0), the
proliferation achieved was almost reversed.

Effect of External pH in the Formation of F-actin
Structures

Changes in external pH led us to identify differences
in the number of filamentous actin structures. We
identified significant differences in the number of
actin dots in the samples at pH 6.5, 6.8, and 7.5
(Fig. 2A). Fluorescence images (Fig. 2B) showed
the structure of the cytoskeleton at different pH. A
significant effect in the formation of actin structures
was detected (indicated by arrows). The average
number of actin-dots/cell increased progressively
from pH 6.0 (27 dots), pH 6.5 (56 dots) until the con-
trol condition (pH of 6.8) was reached (67 dots), then
the number of dots were reduced at pH 7.5 (20 dots)
and pH 8.0 (15 dots) (F = 22.07, value P < 0.01). The
stress fibers were better defined when pH was pro-
gressively augmented from acidity to the control
condition (6.8), and then the definition of the fibers
diminished when pH reached the alkalinity.

When the fluorescence/cell was quantified, it was
found that it was increased from pH 6.0 to pH 6.8
and then decreased until reaching pH 8.0.
ferent external pH. Trophozoites were cultured in TYI-
conditions: acid (6.0 and 6.5), alkaline (7.5 and 8.0)
ondition (48 h and pH 6.8). (P < 0.005, F = 466.4
three independent experiments.



Figure 2. Actin fibers formation at different external pHs in trophozoites interacting with fibronectin. The effect
on the formation of F-actin structures in the presence of fibronectin is shown at different pH conditions. (A)
Confocal microscopy. The row (A, B, C, D, E) corresponds to phase contrast images and (A´, B´, C´, D´, E´)
corresponds to images of fluorescent F-actin marked with phalloidin-rhodamine. (B) Fluorescence/cell. (Bars,
10 mm). *Significantly different from control pH 6.8.
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Effect of External pH on Actin Cytoskeleton
Remodeling

When trophozoites were subjected to both stimuli,
attachment to fibronectin and the presence of ery-
throcytes to promote phagocytosis, actin cytoskele-
ton remodeling was induced (Fig. 3A, arrows) and
the actin structures observed showed statistically
significant differences (F = 9.88, P < 0.01). The
number of actin-dots/cell increased as pH was
increased: from pH 6 (2-20 dots) to pH 6.5 (2-42
dots) the number of dots increased, reaching the
maximum at pH 6.8 (9-70 dots), and then a
decrease was observed again at pH 7.5 (4-35 dots)
and pH 8.0 (6-40 dots). We also observed that the
fibers looked better defined and structured at acid
pH than at alkaline pH at both times of interaction
with the erythrocytes. This increase and decrease
in actin-dots was directly related to the cell fluores-
cence (Fig. 3B). These results represent the first
evidence of the possible role of pH in cytoskeleton
remodeling during physiological processes, such
as phagocytosis in E. histolytica.

Effect of pH on Actin Cytoskeleton During
Phagocytosis

One of the questions considered in this work was
whether the external pH might affect erythrophago-
cytosis. As part of the analysis of erythrophagocyto-
sis, we obtain 3D-image reconstructions to identify
points (or sites) of contact to the substrate in phago-
cytic trophozoites (indicated by arrows in Fig. 4). We
found that the number of actin-dots observed during
the formation of F-actin structures agreed well with
the number of points of contact observed in the
3D-images generated at each pH condition; thus,
the number of contact sites increased from pH 6.0



Figure 3. Effect of external pH on the reorganization of actin cytoskeleton. (A) Formation of actin fibers
stained with phaloidin-rhodamine in trophozoites stimulated by interaction with fibronectin and by the presence
of erythrocytes. Control, no stimulus; 5 and 10 min, both stimuli. (Bars, 10 mm). (B) Fluorescence quantification
per cell (20-30 cells per condition). *Statistically significant different from control pH 6.8 and **statistically
significant different between timepoints. Results are representative of three independent experiments.

Figure 4. 3D image reconstructions of trophozoites at different external pH. The numbers of points or contact
sites (indicated by arrows) were analyzed at the external pHs assayed: (A) 6.0, (B) 6.5, (C) 6.8, (D) 7.5, and (E)
8.0. Images are representative 3D images reconstructed models of three independent experiments.
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to pH of 6.8, and then decreased when the pH was
increased to 8.0. The 3D-image reconstructions
also showed significant differences (F = 25.32, P <
0.01) in the volume of amoebas at the extreme
pHs assayed, but not when they were close to the
control pH 6.8. At the most acid condition analyzed
(pH 6.0), the trophozoites had a higher volume (33
mm3) and presented a more spherical shape. When
the pH was close to pH 6.8, the appearance of the
cells varied between some that were flattened and
some that were not, but without modifying the cell
volume: pH 6.5 (25.4 mm3), pH 6.8 (29 mm3), and
pH 7.5 (23 mm3). At the highest alkalinity (pH 8.0),
most of the cells looked flattened, and some of them
showed a reduced volume (20 mm3). It is essential to
clarify that no statistical relationship between the cell
shape (flattened or more spherical) and the cell vol-
ume was found. Thus, cell flattening is not related to
the loss of cell volume, nor is the spherical shape of
the cells.
Figure 5. Effect of external pH on erythrophagocyto
erythrophagocytosis. Independent assays by triplicate w
between both times of interaction at each pH condition w
rhodamine stained actin of phagocytic trophozoites.
representative of three independent experiments.
In the quantitative analysis, we observed
(Fig. 5A) that the trophozoites ingested erythrocytes
persistently across the whole pH range assayed.
Analysis of hemoglobin content of trophozoites
revealed that at the most extreme pHs (6.0 and
8.0), the trophozoites ingested fewer erythrocytes
at both times of interaction while at pHs of 6.5 and
7.5, ingestion was closer to the control condition
(6.8). The dispersion of data showed that at 5 min
of interaction, the cell population varied between
cells that ingested erythrocytes and cells that did
not; the quartiles appeared more elongated. At 10
min, the quartiles showed less dispersion of the cell
population that was ingesting erythrocytes. Taken
these results together, we see that at acid pH, the
time of interaction seemed to be more critical for
ingestion of erythrocytes than the pH itself - the
longer the interaction, the more erythrocytes
ingested.
sis. (A) Hemoglobin content at 5 and 10 min of
ere done. Significant differences (F = 2.88, P < 0.01)
ere observed. (B) Confocal microscopy of phalloidin-
DAPI stained nuclei (Bars, 10 mm). Results are
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In contrast, at alkaline pH (particularly at pH 8.0),
ingestion seemed to be more influenced by pH than
by the time of interaction. The efficacy of ingesting
red blood cells increased as the pH approached
pH 6.8 and decreased (without disappearing com-
pletely) as the pH became higher. During ery-
throphagocytosis (Fig. 5B), the cells were rounded
and pleomorphic, with red blood cells adhered to
the external membrane at every pH tested and at
both interaction times. Likewise, a structured actin
cytoskeleton in the trophozoites was observed, but
there were differences in actin structure. As the pH
changed from acid to alkaline, the cytoskeleton went
from a tighter to a relaxed or more open net.

The CIC Chloride Channel of E. histolytica EhCIC-A
as pH Sensor During Erythrophagocytosis

Experiments at diverse pHs suggested that the ClC
chloride channel of E. histolytica, EhClC-A, is an ion
channel that could be involved in pH regulation and
may also participate in cell volume regulation. To
study the role of EhClC-A as a pH sensor in amoe-
bae, we evaluated the phagocytic capacity of ery-
throcytes at 5 min and at different pHs using the
chloride channel blocker 4 acetamido-4’isothiocya
nostilbene-2, 2’-disulfonic acid (SITS). Amoebic via-
bility was evaluated after incubating the amoebae
for 1 h in different concentrations of SITS: 600,
100, and 40 mM at each pH (Suppl. Material
Fig. S1), and we observed that at 600 mM there
was an 80-70% reduction of amoeba viability at all
pHs, while at 100 mM there was a 20% reduction
only at pH 6.8. In contrast, at 40 mM, there was
hardly any reduction, �10%. Therefore, we carried
out the erythrophagocytosis assays using 100 mM
SITS inhibitor. Hemoglobin quantification in the ery-
throphagocytosis assay at 5 min, after incubation
with DMSO for 1 h, allowed us to observe that the
increase in pH affects erythrophagocytosis
(Fig. 6A). Interestingly, significant differences were
observed between the different pHs analyzed, indi-
cating that at acidic pH (6.0 and 6.5), erythrophago-
cytosis is favored, while at basic pH (7.5 and 8.0), it
Figure 6. Effect of SITS on erythrophagocytosis. Troph
min at different pHs in the presence of DMSO and SIT
measuring the optical absorbance at 397 nm after tr
experiments (One-way ANOVA *p>0.05 and p**>0.0
microscopy (C, bar = 20 mm), and the number per cell w
decreases compared to pH 6.8. The inactivation of
the EhClC-A channel with 100 mM SITS for 1 h
(Fig. 6B) did not affect the phenomenon previously
described with DMSO; however, we observed sig-
nificant pH 6.5 between DMSO and 100 mM SITS
(Suppl. Material Fig. S2A). The presence of hemo-
globin (16 KDa) inside amoebae after erythrophago-
cytosis was explored by SDS-PAGE (Suppl.
Material Fig. S2B). Through densitometric analysis
of three independent experiments normalized at
pH 6.0, a continuous decrease of the 16 kDa protein
from acidic pH to alkaline pH was observed (Suppl.
Material Fig. S2C).

To assess whether erythrophagocytosis was
enhanced at acidic pH, we analyzed by confocal
microscopy the formation of phagocytic cups formed
in amoebae stimulated with DMSO and with 100 mM
SITS at all pHs (Fig. 6C). The white arrowheads
indicate the optimal formation of these structures
at both conditions DMSO and 100 mM SITS
(Fig. 6C). Also, we counted the phagocytic cups
formed in each trophozoite during erythrophagocy-
tosis for both DMSO (Fig. 6D) and 100 mM SITS
(Fig. 6E), and we did not find statistically significant
differences between the pHs analyzed. Likewise, in
another group of experiments, the erythrocytes
inside each amoeba were quantified; it was
observed that at alkaline pHs, ingested erythrocyte
numbers decrease. This analysis found significant
differences in amoebas with DMSO between pH
6.0 and 6.5/7.5/8.0 and between 6.8 and 8.0. In
the case of SITS, the differences between groups
increased, indicating a decrease in erythrocyte
uptake at basic pH (Suppl. Material Fig. S3A, B).

Cofilin and Profilin Expression in the Restructuring of
the Cytoskeleton in Phagocytosis at Different pH

Due to the variation of erythrophagocytosis at differ-
ent pHs, it was decided to analyze the expression
levels of cofilin and profilin, proteins that participate
in the remodeling of the actin cytoskeleton. The gen-
ome of E. histolytica contains 10 genes encoding
actin-depolymerizing factors (ADF / Cofilin) (data
ozoites were assayed for erythrophagocytosis for 5
S-DMSO. Ingested erythrocytes were quantified by
ophozoites lysis (A and B). SD of three triplicate
1). Phagocytic cups were analyzed by confocal
as quantified (D and E).



Figure 7. Expression of EhCfl and EhPfl during erythrophagocytosis. The expression of EhCfl and EhPrf was
analyzed by Western blot at 5 min of erythrophacocytosis at different pHs in the presence of DMSO and SITS-
DMSO with the anti-rEhCfl and anti-EhPrf antibodies (A), and the relative expression was quantified (B and C)
respectively. SD of three independent experiments (One-way ANOVA p>0.05).
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not shown). One of these proteins is EhCfl, which is
homologous to a protein in Acanthamoeba castel-
lanii that has been shown to participate in the struc-
turing of actin (Maciver et al., 1991), and its binding
to actin filaments is not affected by pH (Maciver
et al. 1998). Concerning profilin, the genome of E.
histolytica contains 4 paralogous genes that code
for this protein, within which we selected the gene
that codes for EhPrf. By using antibodies against
recombinant proteins (Suppl. Material Fig. S4) to
analyze the expression of profilin and cofilin, we
observed that they recognize the native proteins of
16 KDa (cofilin) and 13 KDa (profilin), both in the
total extract of cultured trophozoites at pH 6.0, 6.8,
and 8.0, used as control, and in the total extract of
trophozoites after erythrophagocytosis at 5 min at
different pHs, and following incubation with DMSO
and 100 mM SITS for 1 h (Fig. 7A). Densitometric
analysis of the expression of both proteins showed
that the relative expression of EhCfl and EhPfl was
constant in all the pHs analyzed, and no significant
differences were observed between the tropho-
zoites stimulated with DMSO and SITS except for
the expression of profilin at pH 6.0 and 6.5 (Fig. 7B,
C).

Discussion

When E. histolytica trophozoites cross the colon
mucus barrier to infect, they must carry out pro-
cesses (motility, adherence to substrates, endocyto-
sis, exocytosis, and phagocytosis) that require the
remodeling or restructuring of the actin cytoskele-
ton. This restructuring must also be carried out
against a local pH gradient (5.7-7.0) established
from the luminal side of the caecum mucosa to the
epithelial tissue (Bahari et al. 1982; Rees and
Turnberg 1982). So far, it has not been described
how this pH gradient affects the remodeling of the
cytoskeleton and other cellular functions of these
parasites linked to that cytoskeleton restructuring.

This paper initially established the best culture
conditions (pH 6.8 and 48 h) to perform the study.
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Our trophozoites were cultured in the commonly
used TYI-S-33 medium, with similar growth yields
as in other media such as LYI-S-2 (liver digest,
yeast extract iron, and serum) as reviewed by
Clark and Diamond (2002). It is important to note
that trophozoites did not proliferate at pHs below 6
and above 8 (data not shown), and the optimal (con-
trol condition) growth pH was 6.8. We found that
external pH affected the proliferation of trophozoites
(exhibiting a maximum of cell viability at pH 6.8-7.5).
In other cell types, e.g. cultured human T cells,
changes in extracellular pH from 7.0 to 7.4 affect
the proliferation (Carswell and Papoutsakis 2000).
These cells exhibited higher proliferation at neutral
pH than at alkaline pH. Also, enhanced growth
was displayed when leukemic cells were cultured
at pH 6.6 rather than at pH 7.4 (Bohloli et al.
2016). Thus, the pH environment may influence
the proliferation of cells, affecting many essential
biochemical processes in the cell metabolism and
the function of some membrane proteins.

Changes in the external environment, such as
pH, must also induce modifications that let tropho-
zoites adapt and perform their functional processes
(motility, adhesion, and phagocytosis) during infec-
tion, even when those external conditions are not
entirely favorable.

It has been observed that, under normal condi-
tions, trophozoites display various actin structures,
such as phagocytic invaginations, the cortical actin
belt or cables, adhesion plates, and the formation
of actin points (Rı́os et al. 2008; Talamás-Rohana
andRı́os 2000). Our evaluation of the effect of exter-
nal pH on the formation of fibers and other actin
structures showed significant differences, specifi-
cally in the number of actin-dots. This indicates that
the external pH modified the way the cytoskeleton
restructures inside the trophozoite to let it adhere
to fibronectin, as has been reported before (Rı́os
et al. 2008). Likewise, the effect of external pH on
actin fiber reorganization showed better structured
and defined actin fibers at pH close to pH 6.8 (6.5,
7.5) than at more extreme pH (6.0, 8.0); this could
be related to changes in actin polymerization, a pro-
cess that also depends on pH as shown by in vitro
experiments (Wang et al. 1989). It is probable that
the influence of external pH on the formation of actin
points also involves other molecules, such as actin-
binding proteins (ABPs), that participate in the adhe-
sion process, affecting the efficiencywith these actin
points are formed.
However, there are no in vivo data that connect or
relate external changes with intracellular changes of
pH. In this study, we obtained preliminary data indi-
cating that the intracellular amoebic pH under stim-
ulation with fibronectin and collagen is 4.5-5-6, while
the basal intracellular pH could not be accurately
determined (data not shown). While the effects of
pH on intracellular activities are ubiquitous, one of
the significant pH-sensitive systems in the cells is
the actin cytoskeleton (Damaghi et al. 2013). In
mammalian cancer cells, for example, the actin
assembly requires a pHi (internal pH) > 7.2, and
changes in pHi of 0.3–0.4 units induce dramatic dif-
ferences in actin filament assemblies and architec-
tures (Webb et al. 2011).

Also, in vitro experiments showed that the initial
formation of nuclei of G-actin polymerization (nucle-
ation), is influenced by pH so that at acidic pH the
number of actin points increases, but the length of
the filaments that are formed is reduced, while at
alkaline pH the filaments are characterized by being
more extensive (Casey et al. 2010; Zimmerle and
Frieden 1988).

Our results also showed that under the most acid
conditions (pH 6.0) the cell volume increased, the
trophozoites had a more structured cytoskeleton
and showed a more spherical shape. At pH 6.8,
the trophozoites showed a transition, so the cell
shape varied from spherical to flattened but the cell
volume stayed about the same. Once the pH
reached alkalinity (pH 8.0), the cells exhibited a
smaller volume, a less structured cytoskeleton,
and a flattened shape. It is known that the interac-
tion of F-actin with plasma membrane restrains the
cell swelling (volume increase) in the event of the
influx of water (Mills et al. 1994). If the cell swelling
is moderate, the F-actin remains associated with
the cell membrane, but when the F-actin-
membrane linkage is lost the cell expansion (due
to cell swelling) occurs.

Our results show that changes in external pH
modify the cytoskeleton structure of trophozoites.
From in vitro experiments (Schmoller et al. 2012),
we know that pH modulates the size of the mesh
formed by a reconstituted cross-linked actin net-
work. At alkaline pH (8.0) the fibers form a more
open and relaxed network, in comparison to what
occurs at acid pH (5-6), where the mesh size is
small, and the network is more closed or compact.
In other words, the flexibility or rigidity of a network
formed by actin fibers varies according to pH, and
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so the network of actin fibers that constitute the
cytoskeleton can also be modified according to
pH. We did not find any significant relationship
between cell shape (more spherical) and cell vol-
ume, so there seem to be some other factors (not
just water influx or efflux) implicated in both phe-
nomena. Considering that previous, it is possible
that the modification of cytoskeleton architecture
may affect the interaction between the cytoskeleton
F-actin network and plasma membrane, which
implicitly involves a modulation of the tension forces
that allow the cell to expand.

So at acid pH, the F-actin network, which is in a
more compact and more rigid form, could be disso-
ciated from the plasma membrane allowing it to
expand due to the loss of scaffolding elements that
prevent cell expansion and cell volume increment.
Then at pH close to the control condition (6.8), the
cytoskeletal actin could be partially associated with
the plasma membrane, and cells may transit to an
intermediate state where cell volume does not
change, and the cell shape varies between spherical
and flattened. Once at the alkalinity, the cytoskeletal
actin network becomes more open and relaxed, so
its association with the plasma membrane is facili-
tated, providing scaffolding elements that restrain
(or even reduce) the cell expansion and the cell vol-
ume increase. The mechanism by which cell swel-
ling occurs in trophozoites of E. histolytica is still
unknown

Our results also show that changes in external pH
can influence physiological processes such as
phagocytosis. The ingestion of erythrocytes
depends on both the time of interaction with the
trophozoites and the pH, so that the interaction time
seems to be more critical to ingest red blood cells at
acidic pH than the pH itself. In contrast, at alkaline
pH (particularly pH 8.0), erythrocyte ingestion
seems to be influenced more by the pH than by
interaction time. The capacity of E. histolytica to
adapt to external pH changes and still phagocytize
suggests that the amoeba detects these external
pH changes and then translates them inside the cell
to induce changes, such as in the cytoskeletal
arrangement, that allows it to engulf cells.

Our results show that the number of actin points
increases as the external pH varies from acidic to
pH 6.8 and decreases as the pH increases towards
the alkaline region. Since it is known that actin points
have been described to organize around phagocytic
invaginations that form in the plasma membrane at
the time the amoeba engulfs a cell (Bailey et al.
1985; Ravdin and Guerrant 1981), there is a chance
that the reorganization of the cytoskeleton around
phagocytic invagination may be influenced by
external pH. However, this point requires a deeper
study.

The analysis of the 3D structures and the external
pH range studied also allowed the identification of
contact points, whose number agrees with the num-
ber of actin points observed. These actin focal
points let trophozoites adhere, contributing to their
virulence, to carry out the invasion process of the
host cell. By comparison, E. dispar is not a virulent
amoeba, and its cytoskeleton is less rearranged
and has fewer actin focal points. (Talamás-Lara
et al. 2015).

Phagocytosis plays a crucial role in amebic
pathogenesis and nutrient absorption; therefore,
erythrophagocytosis is an event that is considered
one of the most important characteristics of parasite
virulence (Orozco et al. 1983). Erythrophagocytosis
experiments at different pHs revealed that external
pH affects erythrophagocytosis, so we wanted to
evaluate the participation of the ClC chloride chan-
nel of E. histolytica EhClC-A in this process. In our
results, the analysis of the hemoglobin quantification
in the erythrophagocytosis assay using DMSO was
pH-dependent since we observed that the amoebae
phagocytosed more erythrocytes at acidic than at
basic pH. This pH dependence is consistent with
amoebic pathology since the ascending colon is
the most affected region, where tumor, exophytic,
scarring, and inflammatory masses also develop
(Stanley 2003).

The in vivo surface pH of the human colonic
mucosa in regular patients ranges from 5.26 to
6.72. In contrast, in patients with ulcerative colitis,
the pH of the proximal colon ranges from 6.3 - 7.8
(Press et al. 1998), which suggests that the parasite
encounters an acidic pH where the infection begins.
It has already been reported that amoebapores,
secreted by amoebae and essential for their viru-
lence, show maximum activity at acidic pH (Leippe
et al. 1992).

Identifying two genes (EhClC-A and EhClC-B) in
E. histolytica that encode polypeptides with 25-30%
identity to ClC channels has already been reported
by Salas-Casas et al. (2006). These chloride chan-
nels were in the parasite’s plasma membrane, and
the SITS blocker inhibits their activity. Furthermore,
it has been suggested that EhClC-A could be
involved in regulating pH and cell volume. Using
the SITS inhibitor at a concentration of 100 mM,
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we observed the same trend in the rate of pH-
dependent phagocytosis as the DMSO control.
Therefore, we do not rule out the participation of
other exchangers such as Ca2+/H+ exchanger
EhCCX, which is predominantly found in the plasma
membrane of trophozoites, and whose overexpres-
sion increases virulence in vitro (Valle-Solis et al.
2018).

Likewise, it has been reported that the exposure
of PS on the surface of erythrocytes after treatment
with calcium induces changes in its adherence prop-
erties to amoeba (Boettner et al. 2005), so we sug-
gest that at acidic pH, the activity of EhCCX could
mediate the Ca2+/H+ exchange, which would affect
the adherence of erythrocytes and their subsequent
phagocytosis.

Although the process of phagocytosis is still
unclear in E. histolytica, a high-throughput pro-
teomics study of the parasite phagosomes revealed
the presence of many cytoskeletal regulatory pro-
teins. Among these proteins are actin, myosin, PI3
kinase, Arp complex, P21 activated protein kinase
(PAK), calcium-binding proteins, and Rho GTPases
(Marion et al. 2005; Okada et al. 2005; Marion and
Guillén 2006; Okada and Nozaki 2006; Rı́os et al.
2008; Biller et al. 2014). Also, the cytoskeleton has
been reported to play a role in phagocytosis by E.
histolytica (Voigt and Guillen 1999).

In eukaryotic cells, de novo nucleation of actin fil-
aments is required from a large pool of monomeric
actin bound to profilin to cause temporal and spatial
remodeling of the actin cytoskeleton (Faix and
Grosse 2006). In Coxiella burnetii, RhoA regulates
in a coordinated way the polymerization of actin at
a specific site through profilin and formin (Salinas
et al. 2015), and in E. histolytica, the protein profilin
has already been identified (Sabanero-López and
Segura-Nieto 1990). Proteins of the actin-
depolymerizing factor [ADF/cofilin (Cfl)] family are
essential molecules in the reorganization of the actin
cytoskeleton because they accelerate the rate of
actin renewal, promoting both polymerization and
depolymerization of F- actin in vivo. The cofilin of
E. invadens has already been characterized
(Makioka et al. 2011). Therefore, the role of profilin
and cofilin could prove crucial in erythrophagocyto-
sis by E. histolytica. The analysis of profilin and cofi-
lin expression during erythrophagocytosis at
different pHs in DMSO and SITS indicated that there
is no change in the expression of these proteins
at acidic pHs, where erythrophagocytosis is
increased.
These results agree with what we observed in the
count of phagocytic cups per amoeba, since no sig-
nificant differences were observed in the formation
of these structures during erythrophagocytosis at
the different pHs studied. It could be that acidic pH
favors apoptosis of erythrocytes, which would facili-
tate their phagocytosis and affect the secretion of
proteases. This is because the activation of EhCCX
could increase the luminal Ca2+, which could be a
second messenger for the activation of PI3K, as it
has been reported in other eukaryotes (Blank et al.
2014). Furthermore, it could be suggested that pH
affects membrane kinases such as EhTMKB1-9 that
participate in parasite proliferation, adhesion,
phagocytosis, and cytotoxicity (Abhyankar et al.
2012).

Finally, our results showed that the external pH
influenced trophozoite proliferation in the exponen-
tial phase, with the best conditions being at a pH
of 6.8. Outside of that pH value, cell proliferation
was reduced, suggesting that the amoeba popula-
tion may prefer to stay in an endoreplication state.

We conclude that the increase in RBC phagocy-
tosis at acidic pH is not mediated by ClC channels
or the cytoskeletal morphodynamics of actin, cofilin,
and profilin. These results are the first experimental
evidence that amoebic erythrophagocytosis is pH-
dependent and increases at acidic pH.

Methods

Cell culture preparation: E. histolytica trophozoites (HM-1: IMSS

strain) were cultivated at 37 �C under axenic conditions in TYI-S-33,

a pH 6.8 medium supplemented with 10% (v/v) bovine serum and

vitamin mix. In the experiments described, the culture medium pH

was adjusted with 12M HCL or 10 M NaOH to 6.0, 6.5, 6.8, 7.5, and

8.0, and the osmolarity in mosmol/kg was 371.78, 369.56, 386.49,

381.30, and 383.03, respectively. Parasites in the logarithmic phase

of growth were used for all experiments.

Proliferation assays at different external pH: In order to set the

working conditions to have viable cells along the pH range evaluated,

the effect of external pH on the proliferation of trophozoites was

assayed as reported by Pires-Santos et al. (2012). Briefly, tropho-

zoites in TYI-S-33 medium were cultured in microplates of 24 flat-

bottom wells at the different pH conditions: 6.0, 6.5, 6.8, 7.0, and

8.0. Mineral oil was added at the surface of the culture medium to

reduce oxygen tension and promote cell proliferation and plates were

incubated for 24, 48, and 72 h, at 37 �C. The number of viable cells

was determined by the WST-1 kit (Cell Proliferation Reagent WST-1

Roche) method following the manufacturer’s indications, and the

results were analyzed by ANOVA test. The trophozoites were resus-

pended in 100 ml of PBS with 5 ml of WST-1 and incubated for 30 min

at 37 �C. Absorbance at 450 nm was determined in a Microplate

Reader of 96 wells (model Costar 3596). A standard curve deter-

mined the number of viable cells according to absorbance. Each

independent experiment was performed in triplicate. The results were

statistically analyzed with MiniTab software 18.0 version.
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Effect of pH in the formation of F-actin structures: Once we

had the optimal conditions for viable cells, we characterized the

formation of F-actin structures under different external pH conditions

by placing cultures in an ice bath (4 �C) for 10 min and then cen-

trifuging at 50 x g for 4 min. The cells were resuspended in medium

with no serum and placed on coverslips covered with fibronectin (FN)

(80 mg) located in 6 well plates with 3 ml of different medium pH (6.0,

6.5, 6.8, 7.5, and 8.0). Plates were incubated for 16 h at 37 �C, then
amoebae were fixed with 4% paraformaldehyde for 1 h at 37 �C, and
finally, the cells were permeabilized with 2% Triton X-100 in PBS and

blocked with 10 % of bovine fetal serum (BFS) for 1 h. The actin

cytoskeleton was stained with phalloidin-rhodamine (1:150, Molec-

ular Probes) for 40min at the same temperature. The coverslips were

washed and placed on slides with DAPI (40, 6-diamidino-2-

phenylindole) -Vectashield (Vector Laboratories; Burlingame).

Samples were analyzed using a laser-scanning microscope Carl

Zeiss LSM 700 (Carl Zeiss Microimaging GmbH, Germany). The

fluorescence/cell was quantified with the ImageJ software, and the

volume of the amoebas (in five different fields with 15 cells each) was

determined with ZEN 2010 software (Zeiss).

Effect of external pH on actin cytoskeleton during phago-

cytosis: The effect of pH on erythrophagocytosis was evaluated

quantitatively as well as qualitatively. Trophozoites in TYI-S-33 cul-

ture medium at different external pH were incubated in suspension

with human A+ erythrocytes (1: 50 ratio) for 5 min or 10 min in 1 ml

final volume. Samples of interactions were assayed for ery-

throphagocytosis. To stop phagocytosis and to lyse non-

phagocytosed erythrocytes, 1 ml of double-distilled water was

added, twice. The trophozoites were washed twice, and the average

numbers of ingested erythrocytes were quantified by measuring the

optical absorbance at 397 nm after trophozoite lysis in 90% formic

acid. The hemoglobin was quantified by spectrophotometry at

OD400 (Bailey et al. 1985), and the values were expressed as an

average of three independent experiments. The statistical analysis

(factorial analysis of variance, (ANOVA)) was carried out using Mini-

Tab software version 18.

In another set of experiments, trophozoites in suspension were

incubated with human erythrocytes (1: 50 ratio) at different external

pHs and processed for immunofluorescence assays to detect poly-

merized actin as above, except that cells were fixed with 2.5% glu-

taraldehyde in PBS for 20 min. The analysis by confocal microscopy

was carried out with ZEN 2010 software (Zeiss), whichwas also used

to generate the 3D-reconstruction images.

Effect of external pH on actin cytoskeleton remodeling: The

effect of external pH on cytoskeleton remodeling was evaluated

through actin structures under two stimuli: fibronectin and erythro-

cytes. First, the formation of actin fibers was stimulated as follows:

coverslips treated with fibronectin were placed in six-well plates with

culture medium at different pHs. Then, trophozoites were added to

the culture plates in the same culture medium and incubated for 16 h

at 37 �C. After incubation, human erythrocytes, previously tempered

at 37 �C, were added at 1:10 ratio to interact with the trophozoites for

5 and 10 min. At the end of the incubation period, cells were fixed,

washed with PBS, and permeabilized. The actin cytoskeleton was

stained as described, analyzed by confocal microscopy with ZEN

2010 software, and the images were collected with a Zeiss Axiophot

photomicroscope and processed AxioVision software.

Effect inactivation of EhCIC-A (SITS inhibitor) in phagocy-

tosis: Trophozoites were incubated at 37 �C in TYI-S-33 medium in

the absence or the presence of Cl– channel blocker (SITS), at the

concentrations 40-100 mM and incubated 1 h at 37 �C. The same

protocol was applied to erythrocytes. Phagocytosis in a proportion

1:50 (amoeba: erythrocytes) in 200 ml final volume was allowed for
exactly 5 minutes at 37 �C. At the end of incubation, distilled water

was added to eliminate non-phagocyted red cells and trophozoites

were lysed in 90% formic acid. The hemoglobin was quantified by

spectrophotometry (BioSpectrometer) at 395 nm.

Immunofluorescence analysis phagocytic cups in the pres-

ence of SITS inhibitor: After interaction with erythrocytes, tropho-

zoites were fixed with 4% p-formaldehyde (in PBS) for at least 30

minutes at room temperature. Then the cell pellet was permeabilized

with 0.5% Tritón X-100/PBS for 15 minutes. After that, cells were

washed twice with PBS, and blocking was performed by using 0.1%

BSA in PBS for 30minutes at 37 �C. To observe the phagocytic cups,
trophozoites were incubated with Alexa 488-phalloidin (Invitrogen,

Cat. A12379) in 1:100 dilution for 1 hr at room temperature. Cells

were washed twice with PBS, and the pellet was resuspended in 20

ml of the same buffer. Finally, 5 ml of this suspension were mounted

with 5 l l of Vectashield with DAPI (Vector, Cat. H-1200) and then

subjected to confocal microscopy.

Cloning, expression, and purification of Profilin and Cofilin:

The genes coding for Profilin (EhPfl) (GenBank XM_646516.1) and

Cofilin (EhCfl) (GenBank XM_646597.1) were obtained by PCR from

genomic DNA using the primers 5’- CGGATCCATGTCTTGGCAA

TCATATGTTG-3’ (sense)/5’- GATATAAGCTTAATATCCAGCGT

CCATAAG-3’ (antisense), and 5’- CCTGCAGATGGCTGGAATT C

AACTTGC-3’(sense)/ GAAGCTTATTTTGAGATAGTTTTTTACCT

TAGC-3’ (antisense), respectively. The amplicons were subcloned

by using the pCR�4-TOPO plasmid (TOPO� TA Cloning� Kit for

Sequencing), and sequenced by using Taq Fluorescence-Based

Dye Terminator Cycle Sequencing (Perkin Elmer/Applied Biosys-

tems 377-18Eln DNA sequencer).

The genes EhPrf and EhCfl were released from the pCR�4-

TOPO plasmid with Eco RI and Pst I/Hind III enzymes respectiv-

elly, and subcloned in the pGEX-5X-3 and PRSET-C vectors to

obtain the plasmids pGEXEhPrf and pRSETEhCfl. The recombinant

GST-tagged EhPrf and histidine-tagged EhCfl proteins were purified

by affinity chromatography on glutathione-agarose beads (sulfur

linkage; Sigma) (López-Monteon et al. 2003), and Ni2+-beads

respectively.

Mice immunization protocol: Female BALB/c mice (6-8 weeks

old) fromCICUAL (Cinvestav, Mexico) were used. Mice were housed

in a controlledmicroenvironment at the animal facility at CINVESTAV

and managed according to institutional animal care guidelines. Mice

were immunized by intraperitoneal (i.p.) injection with 10 mg of each

of the recombinant proteins emulsified in Freund’s complete adjuvant

(CFA) and boosted twice with 10 mg of each of the recombinant

proteins in incomplete Freund’s adjuvant (IFA) (Sigma, St. Louis,

MO, USA) every 2 weeks. Then, animals were bled to obtain immune

serum.

Protein extraction and immunoblotting: The phagocytosis

assay in a proportion 1:50 (amoeba: erythrocytes) was carried out as

above with 1 x 106 trophozoites. At the end of the assay, the

trophozoites were obtained by centrifugation for 6 minutes at 80 x g,

and resuspended in 100 ml ice-cold lysis buffer containing 50 mM pH

7.5 Tris-buffer, 150 nMNaCl, 1% Triton X-100, 2x protease inhibitors

(EDTA-free Minicomplete (Roche, Cat. 04 693 159 001) and 10 mM
EG4 protease inhibitor. To eliminate non-lysed debris, the raw pro-

tein extract was centrifuged at 10,000 x g at 4 �C for 1 minute. The

pellet was discarded, and the clarified protein extract was stored at -

70 �C until used. To immunodetect profilin and cofilin, a protein

extract corresponding to 30,000 trophozoites was mixed with 4x

SDS-loading buffer, boiled for 5 minutes, and then separated in a

15 % SDS-acrylamide gel according to the Laemmli method (1970).

After electrophoresis, proteins were transferred to a nitrocellulose

membrane and blocked with 2% non-fat dry milk in TBS-t (100 mM
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Tris-HCl (pH8.0), 150mMNaCl and 0.1% Tween-20) for 1 hr at room

temperature. After that, membranes were washed with TBS-T and

then incubated overnight at 4 �Cwith the polyclonal anti-EhCfl or anti-

EhPrf antibody in a 1: 500 and 1: 250 dilution, respectively, and the

monoclonal anti-b-Actin antibody (C4) (Santa Cruz Biotecnology,

Cat. Sc-47778) in a 1:3000 dilution as a housekeeping control.

Membranes were washed with TBS-t and then incubated for 1 h with

HRP-goat anti-mouse IgG antibody (1:3000 dilution). The blots’

specific protein bands were visualized by chemiluminescence using

the ImmobilonTM Western chemiluminescent HRP substrate (Milli-

pore Corporation, Cat. WBKLS0500) using the iS Image Studio

Version 4.0.21 software. Scanned blot negatives were digitized, and

optical densities of bands were calculated using ImageJ 153 (NIH,

USA).

Confocal microscopy: All preparations were observed in a

LSM-700 confocal microscope, and all images were captured by

using the ZEN 2.3 SP1 software. Image analysis was performed in

the Zen (blue edition) lite software.

Statistical analysis: The viability results were statistically ana-

lyzed with MiniTab software 18.0 version. The data of the number of

cytoskeleton structures as adhesion actin dots, size, volume, the

absorbance of hemoglobin, and viability of amoebas were collected,

and the following statistical descriptors were evaluated for each of

them: average, median,minimumandmaximum, standard deviation,

quartiles (Q1, Q2, Q3) and coefficient of variation (data not show).

Likewise, box and whisker diagrams were developed as described.

The number of actin cytoskeleton structures (such as actin dots),

size, and volume of trophozoites was estimated by factorial analysis

of variance (ANOVA) with the transformed data of these variables.

The data were transformed using the Box-Cox technique due to data

were not standard. This statistical analysis was carried out using

MiniTab software version 18.
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Gordillo: Resources. Ángel Durán-Dı́az: Formal
analysis, Data curation. José Luis Rosales-
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