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RESUMEN 

La transferrina es una glicoproteína extracellular presete en el suero, 

capaz de unir dos átomos de hierro. La endocitosis de esta proteína como 

fuente de hierropuede ser de gran importancia para la sobrevivencia del 

protozoario paraásito Entamoeba histo/ylica durante la infección del cuerpo 

humano. El estudio de las rutas intracelulares de holoTf se realizó usando la 

microscopía confocal por búsqueda con laser y anticuerpos heterologos contra 

los componentes de endosomas tempranos, tardíos y lisosomas.La proteína 

férrica sigue la ruta endosomallisosomal. Las proteínas marcadoras de 

endosomas y lisosomas se identificaron en extractos de proteína total de la 

amiba usando estos anticuerpos. El éxito como parásito de un organismo 

• 
primitivo como E. hito/yUca puede deberse parcialmente a la habilidad de usar 

el hierro dentro del hospedero, elemento vital para la amiba. 

Entamoeba histo/yUca es capaz de utilizar holoTf como única fuente de 

hierro in vitro. El mecanísmo desarrollado por este parasito para obtener el 

hierro es a través de la endocitosis en vesículas cubiertas de clatrina . Una 

proteina que une holoTf (EhTfbp) se purificó usando un anticuerpo monoclonal 

anti-Receptor de Tf de humano. EhTfbp se identificó por espectrometría de 

masas como la acetaldehido/alcohol deshidrogenasa-2 (EhADH2) , una enzima 

dependiente de hierro; EhTfbp y EhADH2 unen holoTf y son reconocidas por 

los anticuerpos anit-RTf y anti-EhADH2 indicando que se trata de la misma 

proteína. La endocytosis de holoTf puede estar regulada por la actividad de 

tirosin-cinasa que lleva a la señalización para el crecimiento del parasito 

cuando coloniza e invade la mucosa intestinal e hígado de su hospedero , al 

llevar la señalización hacia crecimiento y porliferación. 



ABSTRAeT 

Transferrin is an extracellular glycoprotein present in serum capable of binding 

twe' ferric-iron atoms. The endocytosis of this protein as iron source may 

beimportant for the survival of the parasitic protozoan Entamoeba histolytica 

during the infection of the human body. A study of the intracellular routes of 

holoTF was performed using confocal laser-scanning microscopy and 

heterologous antibodies against typical components of early endosomes, late 

endosomes, and Iysosomes. The ferric protein followed the endosomal-

Iysosomal route. Distinctive proteins of endoso mes and Iysosomes were 

identified in amoeba extracts by immunoblotting techniques using these 

antibodies. The success as a parasite of a primitive organism such as E. 

• 
histolytica may partially be due to its ability to use several iron sources inside 

the host, a vital element for amoeba . 

Entamoeba histolytica is a parasitic protozoan able to use holoTf as asole 

iron source in vitro. The mechanism developed by this parasite to scavenge iron 

is trough clathrin coated vesicles endocytosis. An amoebic holoTf binding 

protein (EhTfbp) was purified by using an anti-human transferrin receptor (TfR) 

monoclonal antibody. EhTfbp was identified by mass spectrometry as the 

acetaldehyde/alcohol dehydrogenase-2 (EhADH2), an iron-dependent enzyme; 

both EhTfbp and EhADH2 bound holoTf, and were recogn ized by the anti-

human TfR and anti-EhADH2 antibodies indicating that they correspond to the 

same protein. The holoTf endocytosis could be regulated by tyrosine-kinase 

signalling to the parasite growth when it colonises and invades the intestinal 

mucosa and liver. 
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INTRODUCCiÓN 

El hierro (Fe) es el cuarto metal más abundante en la corteza terrestre , 

representa casi el 5%. La mayoría de los organismos aerobios, desde bacterias 

hasta seres humanos, necesitan del Fe para sobrevivir, ya que es 

indispensable para sus funciones celulares, tales como el transporte de 

electrones en la cadena respiratoria y el metabolismo de energía, síntesis de 

proteínas, así como en el control del crecimiento celular, mediado por la enzima 

ribonucleótido reductasa, que cataliza la transformación de ribonucleótidos a 

desoxi-ribonucleótidos que llevan a la síntesis de ADN . 

Sin embargo, a concentraciones muy altas el Fe es un peligroso pro

oxidante, al producirse iones superóxido y radicales hidroxilo, mediante la 

reacción de Fenton: 

Fe3+ + O2. -> Fe2+ + O2 
• 

Los radicales libres atacan toda clase de macromoléculas, 

produciendo la peroxidación de lípidos, daño al ADN y a proteínas, 

despolimerización de polisacáridos, inactivación de enzimas y otras actividades 

citotóxicas (Halliwell y Gutteridge, 2007; Weinberg , 2009). 

El papel fundamenta l del Fe en el metabolismo celular y su potencial 

toxicidad al generar radicales libres provocando daños irreversibles implica que 

el metabolismo de este metal debe ser un proceso altamente regulado (Qian y 

Tang, 1993; Andrews 2000; Weinberg, 2009). Aun pequeñas variaciones en el 

metabolismo del Fe dan lugar a la falta o al exceso del mismo y ambas 

situaciones tienen consecuencias dañinas para el organismo (Halliwell y 

Gutteridge, 2007). 

En mamíferos el Fe está unido a proteínas, dejando sólo una 

concentración extremadamente baja de Fe libre (10., 8 M). La mayor parte de 

los iones de Fe se encuentra almacenada intracelularmente en la ferritina o 

formando parte de la hemoglobina, que es la proteína con Fe más abundante 

Reyes-López. M. • 1 • ADH2 es receptor de Tf en 

E. histolytica 



en la naturaleza, pues el Fe se utiliza para acarrear el oxígeno. 

Extracelularmente se le puede encontrar en la proteína lactoferrina (Lf) , que se 

localiza en secreciones externas como saliva, lágrimas y leche y también 

dentro de neutrófilos y monocitos donde está presente en altas 

concentraciones. En el suero está presente la proteína transferrina (Tf) , con el 

Fe unido con alta afinidad (aproximadamente con una constante de asociación 

de 10.36 M). 

En células eucariontes, por ejemplo las de mamífero, la Tf une dos 

átomos de Fé+ por cada molécula que tiene una masa molecular de 80 kDa. 

Es una glicoproteína mayormente sintetizada en el hígado. La Tf férrica se une 

a su receptor específico presente en la membrana citoplásmica. El complejo 

holoTf-receptor de transferrina (RTf) es endocitado en vesículas cubiertas de 

clatrina (Gutierrez y Wessling-Resnick, 1996) y llevado a endosomas donde el 

Fe es liberado, ya que debe atravesar la bicapa lipídica endosomal para ser 

utilizado en las vías metabólicas celulares. La Tf sin Fe (apoT~ , junto con su 

receptor, es llevada a la superficie para iniciar un nuevo ciclo de internalización 

una vez que vuelva a unir Fe. 

La mayoría de los receptores son glicoproteínas transmembranales 

cuya función es comunicar la información externa hacia el interior de la célula . 

El RTf juega un papel muy importante en el control de la internalización del Fe 

para las funciones celulares especificas. Consiste de dos subunidades 

idénticas de 90 kDa cada una, organizadas en tres dominios: extracelular, 

transmembranal e intracelular. 

Estudios recientes demuestran que en la endocitosis de holoTf a través 

de receptor, la actividad de proteín-cinasa juega un papel muy importante, pues 

es necesario que al unírse el ligando del receptor se favoresca la dimerización 

y la autofosforilación para que se lleve a cabo la endocitosis, característica 

principal del receptor tirosín-cinasa (RTK) clase 11 (Kuivinen et al., 1993; Malorni 

et al. , 1998; Testa, 2002). De manera tal que la actividad de tirosín-cinasa 

modula la velocidad de entrada del receptor de holoTf en los procesos de 

internalización. 

La endocitosis del receptor de Tf íncluye varios pasos, en primer 

término la formación de las vesículas de clatrina a nivel de la membrana 

- 2-
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citoplásmica a través del reclutamiento de la proteína adaptadora 2 (AP-2), 

después la interacción de esta proteína con secuencias señal de endocitosis 

presentes en las regiones citoplásmicas de los receptores de Tf y finalmente el 

complejo Tf-RTf es endocitado en vesículas cubiertas de clatrina . 

La función de Tf y Lf como agentes antimicrobianos es ampliamente 

conocida (Weinberg, 2009) debido a la facilidad de mantenerse parcialmente 

saturadas, haciendo que la concentración de Fe libre sea extremadamente baja 

(Richardson and Ponka , 1997). 

En todos los ecosistemas biológicos la unión del Fe a las proteínas es 

tan fuerte que los organismos parásitos no son capaces de obtener la cantidad 

suficiente de este elemento para mantener su crecimiento. Esta característica 

de inmunidad innata protege el estado saludable del huésped de la mayoría de 

los agresores microbianos dependientes de Fe. Durante una infección , los 

agentes microbianos enfrentan severas limitaciones de Fe impuestas por el 

huésped, pues el nivel de saturación de la Tf que normalmente es del 30%, 

baja a sólo 5 ó 10% haciendo que sea más difícil para los patógenos obtener el 

Fe (Weinberg, 1996). 

La capacidad de adquirir Fe por los parásitos dentro del huésped se ha 

asociado con su virulencia en varios sistemas (Weinberg, 1978; Cornelissen y 

Sparling, 1994; Gray-Owen y Schryver, 1996; Weinberg, 1999). Esto se explica 

porque a pesar de la ausencia virtual de Fe, los organismos patógenos son 

capaces de multiplicarse exitosamente, ya que han desarrollado mecanismos 

para adquirir el Fe de las proteinas del huésped. 

Reyes-López, M. - 3 - ADH2 es receptor de Tf en 

E histolytica 
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ANTECEDENTES 

Desde 1966, se conoce que las bacterias dañinas como 

Staphylococcus aureus, necesitan Fe del huésped para su crecimiento y 

producción de energía. A través de la evolución constante, estos invasores 

desarrollaron varias formas para obtener el Fe, así como también el huésped 

creó mecanismos para mantener el Fe fuera del alcance de los invasores. 

El mecanismo de captación de Fe más directo utilizado por las 

bacterias patógenas es a través del rompimiento de holo Tf, holoLf y 

hemoglobina por proteasas, destruyendo el sitio de unión del Fe y liberando 

este elemento. 

Otra forma de obtención del Fe es el llamado sistema de transporte de 

Fe de alta afinidad, que consiste en la producción de compuestos quelantes de 

Fe de bajo peso molecular llamados sideróforos, que son capaces de quitar el 

Fe a la holoTf, holoLf o a otros compuestos con hierro, con una constante de 

asociación de 10.52 M Y después llevarlo a la célula bacteriana. 

El tercer mecanismo por el cual un microorganismo puede obtener el 

Fe, involucra la entrada del patógeno a las células del huésped para forzarlas a 

obtener mayor cantidad de Fe, que posteriormente servirá para el crecimiento 

del invasor. 

Un cuarto mecanismo de adquisición es a través de la interacción 

directa entre receptores específicos sobre la superficie celular bacteriana y la 

glicoproteína del huésped, holoTf u holoLf, para quitarles el Fe unido a ellas 

(Testa, 2002; Weinberg, 2003). 

Este último mecanismo es utilizado por bacterias patógenas que se 

multiplican exitosamente en los fluidos corporales. Los géneros mayormente 

estudiados son Haemophilus (Holland et al , 1996; Charland et al. , 1995; Jarosik 

et al., 1995) y Neisseria (Genco y Desai, 1996). En estos organismos el 

proceso de utilización de la holoTf es dependiente de energía y no requiere 

que la holoTf sea internalizada propiamente. Este proceso está mediado por 
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dos complejos, formados cada uno por dos proteínas localizadas en la 

superficie celular, Tbp1 de 95-100 kDa, la cual es transmembranal y Tbp2, de 

65 - 85 kDa, una proteína presente en la superficie (Gray-Owen y Schryvers, 

1996; Genco y Desai, 1996; Holland et al. , 1996; Gorringe et al. , 1995; 

Cornelissen, 1994; Testa, 2002). 

Las especies de los géneros mencionados presentan una total 

especificidad por la holoTf de su huésped, ya que no pueden desarrollarse en 

un medio con falta de holoTf o en presencia de holoTf de otro origen; además 

el complejo proteico bacteriano tiene un alto potencial antigénico cuando se ha 

probado con sueros de organismos infectados, por lo que actualmente se 

evalúa la posibilidad de utilizar este sistema de proteínas de unión a holo Tf en 

la producción de vacunas, esto es particularmente relevante para N. 

meningitidis (Ferreiros et al. , 1994). 

Este mecanismo descrito en Neisseria se ha encontrado en otros 

organismos como por ejemplo: Actinobacillus suis (Bahrani et al. , 2003), 

Actinobacillus pleuropneumoniae (Bog et al. , 2001) , Staphylococcus aureus 

(Taylor y Heinrichs, 2002), Staphylococcus epidermidis (Modeen et al. , 1998) y 

Moraxella catarrhalis (Aebi et al. , 1996), entre otros. 

La obtención del Fe por los protozoarios parásitos no ha sido muy 

estudiada. Hasta el momento los parásitos más estudiados son Trypanosoma 

cruzi y Trypanosoma brucei, en donde no se han encontrado sideróforos, sin 

embargo, presentan una proteína específica para la unión e internalización de 

la holoTf. Primero se observó que el exceso o la falta de Fe afectan la 

patogenicidad y el crecimiento del parásito dentro de los macrófagos 

peritoneales. Posteriormente se encontró que durante el estadio de amastigote 

extracelular en el torrente sanguíneo del huésped el parásito presenta un 

receptor para holoTf (RTf). Este receptor está constituido por un heterodímero 

de proteínas presentes en cantidades equimolares, codificadas por los genes 

ESAG6 y ESAG7. Estos genes están asociados al sitio de expresión telomérico 

de los genes de la glícoproteína variable de superficie (VSG), la cual es muy 

importante en los tripanosomas para escapar del sistema inmune del huésped. 

Reyes-López. 11. ·5- ADH2 es receptor de Tf en 
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El receptor para holoTf se forma de la siguiente manera: ESAG7 

codifica para una proteína intracelular de 42 kDa que permanece adherida a la 

superficie del tripanosoma a través de la unión con la subunidad codificada por 

ESAG6, que es una proteína de 52 kDa asociada a la superficie celular a través 

del glicosil-fosfatidil-inositol (GPI), presente en la región C-terminal. La 

secuencia de aminoácidos de estas proteínas es casi idéntica, sólo varían en 

que ESAG7 carece del dominio GPI (Bitter et al. , 1998; Steverding, 2000). 

Cada tripanosoma posee 3,000 sitios de unión para holoTf, localizados 

selectivamente a nivel de la bolsa flagelar, región de la membrana que utiliza el 

parásito para concentrar los nutrientes. En T. brucei al unirse la holoTf a su 

receptor, el complejo se internaliza y se transporta hacia endosomas 

tempranos y tardíos, para luego dirígirse hacia los lisosomas, donde la Tf es 

probablemente degradada proteolíticamente para obtener el Fe y también 

utilizar a la Tf como fuente de aminoácidos (Borst et al. 1996; Salmon et al 

1997; Steverding, 2000). 

Los productos de degradación son liberados de la célula mientras que 

el Fe permanece asociado a ella. El receptor es reciclado a la membrana de la 

bolsa flagelar, listo para reiniciar otro ciclo de unión de holoTf (Mauel , 1996; 

Salmon et al. , 1997; Steverding, 2000). 

Hay cerca de 20 genes de glicoproteínas variables de superficie en T. 

brucei cada uno de ellos con una copia de ESAG6 y ESAG7 por lo que este 

parásito puede producir 20 receptores de holoTf diferentes, aunque sólo uno es 

activo cada vez. El significado biológico de esta variabilidad en el receptor de 

holoTf es que el parásito ha desarrollado múltiples versiones alternativas de 

dicho receptor para aumentar su capacidad de infectar varios huéspedes (Bitter 

et al , 1998; Morgan, 2001; Gerrits, 2002). Estas pequeñas diferencias en la 

secuencia de los diferentes receptores tienen efecto en la afinidad con que 

pueden unir la holoTf de diferentes especies de mamíferos y en su capacidad 

para crecer en ellos. 

La obtención de Fe de la holo Tf a través del RTf también se ha 

observado en otros protozoarios como Leishmania infantum, Leishmania 

chagasi y Leishmania donovani. En este último parásito se sabe que el RTf 

pesa 70 kDa y a diferencia de lo observado en Trypanosoma no forma dímeros, 
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pero une holoTf con alta afinidad. Algunas especies de Leishmania pueden 

utilizar hemina y lactoferrina como fuentes de Fe alternas, lo que les permite 

sobrevivir en diferentes ambientes dentro de sus huéspedes, tanto mamíferos 

como insectos (Wilson, 1994; Wilson, 2002). 

El protozoario parásito intracelular Plasmodium falciparum, aunque se 

encuentra dentro de los eritrocitos, no utiliza el Fe de la hemoglobina, sino que 

utiliza la holoTf de su huésped a través de un mecanismo muy interesante. El 

parásito sintetiza sus receptores y de alguna manera los lleva a la superficie de 

los glóbulos rojos infectados, los cuales en estado maduro no presentan un 

RTf. Posteriormente, el receptor junto con la holoTf es internalizado hacia el 

interior del parásito (Rodríguez y Jungery, 1986; Haldar et al ., 1986; Surolia y 

Misquith, 1996) . 

Entamoeba histolytica (Shaudínn 1903) 

Entamoeba histolytica es el protozoario parásito del intestino grueso 

del hombre causante de la enfermedad denominada amibiasis. Por su 

morbilidad y mortalidad se le considera un problema de salud pública, dado que 

la prevalencia a nivel mundial es del 10%, alcanzando un 50 a 80% en países 

con poco desarrollo y zonas tropicales (Sánchez y Mújica, 2009). Es la causa 

de 50 millones de casos de colitis amibiana y absceso hepático, que producen 

100,000 muertes por año, la mortalidad es del 0.1 - 0.25% (Haque et al. , 2003; 

Huston, 2004; Marion y Guillén 2006; Sánchez y Mújíca, 2009). 

La amibiasis ext.raintestinal está concentrada en pocos lugares del 

mundo, como México, Sudamérica, sur de Asia, sudeste y oeste de África. En 

México presenta una incidencia de 498.5 casos por cada 100,000 habitantes. 

Siendo el Estado de Tabasco el de mayor prevalencia con 1,457.2 casos por 

cada 100,000 habitantes, seguido de Oaxaca con 1,278.0, Campeche con 

1,187.0 y Guerrero con 1,149.7 (Sánchez y Mújica, 2009). 
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Al igual que la mayoría de los organismos vivos, este protozoario 

necesita obtener hierro (Diamond et al., 1978b; Serrano-Luna, 1998a) para 

llevar a cabo funciones tan importantes como la síntesis de ADN. 

Los trofozoítos de E. histolyfica se multiplican extracelularmente en el 

intestino del hUésped (Fig. 1), donde fagocita bacterias que residen en el 

colon, células del sistema inmune y eritrocitos, esta es su principal 

característica de virulencia (Tsutsumi, 1992). Posteriormente puede invadir el 

tejido conectivo para llegar al torrente sanguíneo donde su sobrevivencia 

depende de la entrada de so lutos y macromoléculas del huésped. Finalmente 

viaja hacia algún otro órgano blanco como hígado o pulmón, donde puede 

establecer la infección. En este proceso, E. histolytica se encuentra en contacto 

con diferentes moléculas del huésped que contienen hierro. Debido a eso, este 

parásito ha desarrollado diferentes mecanismos para obtener el Fe de las 

proteínas del huésped que puede ir encontrando en su recorrido, tales como 

hemoglobina, en los,eritrocitos fagocitados (Serrano-Luna et al. , 1998b), holo

lactoferrina, en la mucosa intestinal (León-Sicairos et al., 2005), ferritina, en el 

hígado (López-Soto, 2009) y holo-transferrina en el torrente sanguíneo (Reyes

López et al. , 2001). 

Para el establecimiento de la infección y por tanto de la virulencia y la 

patogénesis del parásito, es muy importante que lleve a cabo la fagocitosis de 

bacterias y eritrocitos. En este proceso participan receptores especificos que 

reconocen los ligandos en la superficie de los trofozOítos, que activan y regulan 

a su vez este mecanismo, así como el tráfico vesicular y la degradación de 

proteínas (Okada, 2005; Mitra , 2006). También las proteínas del citoesqueleto, 

tienen un papel muy importante en la virulencia (Marion, 2005). 
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Otro proceso del parásito también muy importante para llevar a cabo la 

invasión del huésped es la exocitosis de enzimas hidroliticas y de las protelnas 

que intervienen en la formación del ameboporo, que participan en la 

patogénesis (Mirelman, 1987; Ravdin, 1995; Gosh et al. , 1999; Welter et al. , 

2002; Bracha, 2002; Maning-Cela et al. , 2003). 

La importancia de las actividades exocítícas y fagocíticas de los 

trofozoítos de E. histolytica es innegable, pues éstas le confieren la capacidad 

para enfrentar diversos microambientes en el proceso invasivo. De la misma 

manera, la endocitosis de macromoléculas es otro aspecto muy importante 

para la amiba. Partiendo del hecho de que en las células de mamíferos a 

través de la endocitosis se llevan a cabo varias tareas biológicas básicas, en 

donde destaca la obtención de nutrientes, indispensables para cualquier 

organismo (Robibaro, 2001), es lógico pensar que la endoctosis de nutrientes 

es también un mecanismo biológico crucial en este parásito. Por medio de la 

endocitosis este parásito obtiene moléculas del huésped, que le van ~ permitir 

multiplicarse y colonizarlo. HoloTf es una proteína que le permite utilizar el Fe 

del huésped, por lo que resulta necesario el estudio de sus mecanismos de 

internalización y utilización. 

Hasta el momento no se conocen la morfología y la dinámica de los 

compartimentos endosomales en este protozoario. Se ha encontrado que en la 

via secretoria los compartimentos vesiculares son muy similares a los de las 

células eucarióticas, por lo que se puede asumir que en la endocitosis podria 

estar sucediendo lo mismo y encontrarse cierta homologia. Varias proteínas 

muy conservadas en eucariontes que participan activamente en el proceso 

endocítico se han descrito en las amibas, como es el caso de la clatrina, 

proteína de recubrimiento vesicular (Tovar et al. , 2000; López-Soto et al. , 2009) 

y las proteínas Rab de reconocimiento entre las vesículas (Gosh et al. , 1999; 

Temesvari et al. , 1999; Batista et al., 2000; Juárez et al ., 2001 ; Welter et al. , 

2002; McGugan y Temesvari , 2003; Marion et al ., 2005). 

En un trabajo previo, nosotros encontramos que E. histolytica es 

capaz de crecer en un medio con holoTf como única fuente de Fe (Reyes

López et al. , 2001). Para obtener el Fe de la holoTf el trofozoíto posee una 

proteína para unir holoTf (EhTfbp) , formada por dos monómeros de 70 kDa 
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cada uno. Estas proteínas que unen holoTf fueron identificadas en su forma 

dimérica por un anticuerpo monoclonal dirigido contra el RTf humano. Dichas 

proteínas se encuentran localizadas en la membrana citoplásmica del trofozoito 

donde se une la holoTf cuando las amibas son incubadas con esta proteína 

formando el complejo transferrina-proteína de unión a transferrina (Tf-EhTfbp) 

(Reyes-López et al. , 2001). 

Por microscopía confocal observamos la internalización de este 

complejo en los primeros 15 min de incubación. Posteriormente, a los 30 min el 

complejo ernpieza a disociarse, por lo que se pueden observar vesiculas con 

Tf, o con la proteína de unión únicarnente y vesículas con el complejo (Reyes

López et al., 2001). Es necesario realizar más estudios para poder conocer el 

proceso de obtención de Fe dentro de la célula, una vez que la holoTf es 

internalizada y la probable degradación y utilización de la misma. Por otro lado, 

sus requerimientos de Fe, se puede estudiar el potencial terapéutico de la 

utilización de quelantes de Fe o de la regulación de la concentración de Fe 

externo. 

El estudio de la internalización de la holoTf, al ser ésta una proteina 

con la que los trofozoítos de E. histolytica tienen contacto en el huésped, puede 

ser muy útil para poder identificar las estructuras vesiculares involucradas en la 

endocitosis y degradación de diferentes proteínas. Por otro lado, al conocer el o 

los receptores amibianos involucrados en el reconocimiento de proteínas del 

huésped como la holoTf, se puede investigar si presentan potencial antigénico 

para ver su utilidad en la producción de vacunas o para el diagnóstico de la 

amibiasis. 

Reyes-López, M. - 11 - ADH2 es receptor de Tf en 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La endocitosis es un proceso muy importante para el crecimiento del 

parásito y para establecer la infección, pues le confiere la capacidad de obtener 

y utilizar nutrientes indispensables como el hierro. La utilización de las 

proteinas del huésped para este fin , se considera una característica asociada a 

la virulencia y favorece la patogénesis. 

Debido a esto es necesario conocer la proteína involucrada en el 

reconocimiento e internalización de la holoTf, el proceso de endocitosis, las 

estructuras vesiculares que participan, los eventos de señalización 

desencadenados por el receptor y la participación de proteasas en este 

parásito de gran importancia en salud pública. 

Este trabajo aumentará el conocimiento sobre la enfermedad y la 

relación entre el huésped y el parásito, conocimiento que servirá en un futuro 

para la probable aplicación con fines terapéuticos, de diagnostico o de 

prevención. 
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JUSTIFICACiÓN 

El proceso de endocitosis es muy importante para la obtención de 

nutrientes y el crecimiento de Entamoeba histolytica durante el establecimiento 

de la infección. Por tanto, se requiere conocer este proceso y saber la 

secuencia de eventos relacionados con la internalización de la holotransferrrina 

para la obtención del hierro. Lo que permitirá entender mejor la patogénesis del 

parásito y la relación de este proceso con su virulencia. 

Reyes-López, M. - 13 • ADH2 es receptor de Tf en 
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HIPÓTESIS 

En Entamoeoba histolytica la holotransferrina es internalizada por un 

proceso endocítico semejante al descrito en células eucariontes superiores, en 

el que podrían estar participando la clatrina y un receptor o proteína de unión. 

Este proceso de endocitosis podría ser dependiente de tirosín-cinasa (TRK), 

que requeriría de que el receptor sea fosforilado para producir la señal para la 

internalización del ligando. La transferrina internalizada sería transportada por 

el sistema vesicular para obtener el Fe y posteriormente sería degradada por el 

parásito. 
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OBJETIVO 

Conocer el mecanismo de endocitosis de la holotransferrina humana en 

el parásito Entamoeba histolytica. así como algunas de las proteínas y 

estructuras vesiculares que participan en este proceso celular. 

• 
OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Identificar las diferentes estructuras vesiculares presentes en 

Entamoeba histolytica que participan en la endocitosis de holoTf. 

11. Aislar e identificar la proteína amibiana que une holoTf (EhTfbp). 

111. Determinar si la proteína de unión a transferrina de E. histolytica 

(EhTfbp) es un receptor del tipo tirosín-cinasa. 

IV. Identificar otras proteínas que pudieran participar en la 

transducción de señales inducida por la unión del ligando a la 

proteína de unión (EhTfbp). 

V. Determinar si las proteasas de E. histolytica son capaces de 

degradar la transferrina humana. 

Reyes·López. M. ADH2 es receptor de Tf en 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Cultivo 

Los trofozoítos de Entamoeba histolylica cepa HM-1 :IMSS se 

cultivaron axénicamente en medio BI-S-33 (Dibíco, Méxíco) (Diamond et al. 

1978a) suplementado con 16% (v/v) de suero de ternera previamente 

descomplementado (Microlab, México). Los cultivos se mantuvíeron en tubos 

de 12 mi con tapa de rosca a 37 oC durante 48 h. Después de este tiempo las 

amibas se pusieron en un baño de hielo durante 10 min para que se 

despegaran del vidrio y se centrifugó a 500 x 9 por 5 mino Las amibas se 

incubaron en medio sin suero por 6 h Y antes de iniciar el experimento se 

lavaron con PBS. Se utilizaron epimastigotes de Trypanosoma cruzi como 

parásito control para el estudio de las proteínas Iisosomales; los epimastigotes 

se cultivaron en medio LIT ~onteniendo 10% (v/v) de suero fetal bovino (Gibco, 

Invitrogen, Carlsbad , CA, USA), suplementado con 25 mgll de hemina (Sigma) 

at 27 oC. Las proteínas holoTf y holo-lf son de origen humano y se compraron 

a Sigma Chemical CO. (SI. Louís MO, USA) . 

1. Identíficación de las diferentes estructuras vesiculares presentes 

en Entamoeba histolytica que partícipan en la endocitosis de 

holotransferrina 

1.1. Efecto de inhibidores de endocitosis en la internalización de 

holotransferrina en Entamoeba histolytica . 

Para determinar el tipo de endocitosis por el que la holoTf es 

intemalizada en E. histolylica , se utilizaron varios inhibidores específicos como 

sacarosa y difosfato de cloroquina, utilizados para inhibir la vía de endocitosis 

dependiente de una proteína de unión y de clatrina; filipina , inhibidor de la vía 

de endocitosis a través de caveola; colchicina para despolimerizar 
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microtúbulos; citocalasina D, que inhibe la polimerización de los filamentos de 

actina y wortmanina inhibidor de inositol 3-fosfato. 

Primero se estableció la concentración máxima del inhibidor para 

usarse sin afectar la viabilidad de los trofozoítos. La viabilidad se midió con el 

colorante vital azul de tripa no (0.45% concentración final) y se observó bajo 

microscopía de luz en la cámara de Neubauer. 

Un número de amibas fijo (1 x 106 células/mi) se incubó por 30 min a 

37 oC con varias concentraciones de los inhibidores: sacarosa al 1-10%; 

difosfato de cloroquina 0.5-100 mM; filipina 0.1-10 IJM; colchicina 1-2 IJM; 

citocalasina D 10 IJM Y wortmanina 50-300 IJM. Posteriormente, se adicionó 

medio fresco con holoTf marcada con isotiocianato de fluoresceína (holoTf

FITC), preparada como está reportado en Reyes-López et al . (2001), a una 

concentración constante de 1.15 IJM Y la misma concentración de los 

inhibidores probados y se incubaron las células por otros 30 mino Terminado el 
• 

tiempo de incubación las amibas se fijaron con paraformaldehido al 2% 

(concentración final) durante 30 min, se lavaron y se prepararon para su 

análisis en el citómetro de flujo (FACScan, Becton Dickinson, San Jose, CA, 

USA). 

Para la observación en microscopía confocal de los trofozoítos tratados 

con los inhibidores se siguió la misma metodología descrita arriba, excepto que 

en este caso se dejaron adherir a los portaobjetos durante 15 min a 37 oC 

antes de adicionar los inhibidores y la holoTf-FITC. Posteriormente, las amibas 

se fijaron, se lavaron, se montaron en el cubreobjetos con Vectashield y se 

examinaron usando el microscopio confocal Leica TCS-SP2. 

1.2. Localización de clatrina y su probable interacción con 

holotransferrina en Entamoeba histolytica 

Para observar la localización de la proteina clatrina dentro de la célula, 

los trofozoítos se crecieron durante 48 h en medio de cultivo. Posteriormente se 

transfirieron a medio basal sin suero y se mantuvieron así por 6 h, se enfriaron 

en hielo por 10 min y se centrifugaron durante 5 mino Se fijaron con 
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paraformaldehido al 2% por 30 min, se permeabilizaron con Triton-X100 al 

0.5% durante 10 min y se incubaron con el anticuerpo anti-clatrina de cerebro 

de bovino (Ca!. No. C8034, diluido 1 :50) por 1 h a 37 oC. Luego, se adicionó el 

anticuerpo secundario anti-conejo IgG acoplado a isotiocianato de tetrametil

rodamina (TRITC) (1 :50) y se incubaron las células por 2 h. Las amibas se 

montaron en los portaobjetos con Vectashield y se examinaron usando el 

microscopio confocal. Se incluyó como control negativo el anticuerpo 

secundario para probar la especificidad de la reacción . 

Una vez localizadas las estructuras endociticas que contienen clatrina 

y para saber si estas estructuras están involucradas con la internalización de 

holoTf, los trofozoitos (2 x 105
) se incubaron por diferentes periodos de tiempo 

con holoTf-FITC 1.15 IJM. Los trofozoítos se fijaron y permeabilizaron para la 

reacción con el anticuerpo anti-clatrina como se mencionó arriba, para 

enseguida ser observados en el microscopio confocal. 

• 
1.3. Identificación de vesículas de la vía endosomal/lisosomal en 

Entamoeba histolytica, usando anticuerpos dirigidos contra 

proteínas relacionadas en otras células eucariontes 

Para saber si Entamoeba histolytica presenta las vesículas observadas 

en células eucariontes como endosomas tempranos, tardíos y lisosomas, los 

trofozoítos cultivados durante 48 h se transfirieron a medio basal sin suero y se 

incubaron durante 6 h más. Posteriormente, se enfriaron en híelo por 10 mín y 

se centrifugaron 5 mino Se obtuvieron las proteinas totales de los trofozoítos en 

presencia de una mezcla de inhibidores que contenía: p-hidroxi-mercuri

benzoato (PHMB) , fenil-metil-sulfonil fluoruro (PMSF), ácido etilenglicol-bis (2-

amino-etil-éter)-N,N ,N', N',-tetra-acético (EGTA) y N-etil-maleimida (NEM). Las 

proteinas se separaron (40 IJg por pozo) en electroforesis en gel de 

poliacrilamída al 10% en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). 

Las proteínas amibianas obtenidas se transfirieron (400 mA, 1 h) a 

membranas de nitrocelulosa usando amortiguador de transferencia que 

contenia: tris 25 mM, glicina192 mM, 20% de metanol y 0.4% de CHAPS. La 
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membrana se bloqueó por 1 h con TBS-Tween-Ieche descremada al 4% (Tris

salina amortiguada: Tris 100 mM, NaCI al 0.9% y Tween-20 al 0.1%). 

Cuatro membranas en estas condiciones se incubaron con cada uno 

de los siguientes anticuerpos: anti-antlgeno 1 de endosomas tempranos 

(EEA 1) (Affinity Bioreagents, Ca!. No. PA 1-063, 1 :40), para detectar estas 

vesfculas; para endosomas tardíos, se utilizó el anticuerpo monoclonal anti

receptor de manosa 6-fosfato de bovino (MPR) (Affinity Bioreagents, Ca!. No. 

MA1-066, diluido 1:40) y para lisosomas se usó el anticuerpo anti-protefna-1 

asociada a la membrana de lisosomas de humano (LAMP-1) (Pharmigen, Ca!. 

No. 34201A, diluido 1 :80). También se utilizó el anticuerpo anti-proteina-2 

asociada a la membrana de lisosomas de rata (LAMP-2) (Zymed, cat no. 51-

2200, diluido 1: 1 00), en las mismas condiciones de incubación. 

El color se reveló con 3·-3 diamino-bencidina o con luminol para 

quimioluminiscencia. Se utilizó como control positivo la proteína total de 

Trypanosoma cruzi, por su cercanía con T. brucei donde se ha reportado la 

presencia de proteínas relacionadas con el lisosoma (Brickman y Balber, 1994; 

Alexander et al., 1995; Tazeh y Bangs, 2007). El cultivo de T. cruzi fue donado 

por el Dr. José Luis Rosales, del Departamento de Infectómica y Patogénesis 

Molecular del Cinvestv-IPN. La proteína total se obtuvo del mismo modo que 

para E. histolytica. 

1.4. Inmunomarcaje de los compartimentos endocíticos en Entamoeba 

histolytica para microscopía confocal 

Las mismas proteínas identificadas en los extractos proteicos se 

utilizaron para localizarse dentro de la amiba por microscopía confocal. Los 

trofozoítos ajustados a un número de 2 x 105 células/mi fueron adheridos a los 

portaobjetos, se fijaron con paraformaldehido al 2% por 30 min y se 

permeabilizaron con Triton-X100 al 0.5% durante 10 mino Luego se incubaron 

con los anticuerpos anti-EEA1, MPR, o LAMP-1 , descritos arriba , durante 1 ha 

37 oC. Posteriormente, las amibas se lavaron y se incubaron con los 

anticuerpos secundarios correspondientes: anti-conejo acoplado a CY5 (Cy-
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dye N-hydroxyl-succinimide ester), anti-ratón-CY5 o anti-conejo-TRITC (1 :50) y 

se incubaron por 2 h. Se montaron con Vectashield y se examinaron en el 

microscopio confocal. 

Para probar si la holoTf internalizada puede localizarse junto a las 

proteínas típicas de los diferentes tipos vesiculares, las amibas se adhirieron a 

los portaobjetos y se incubaron a diferentes tiempos con holoTf-FITC 1.15 ~M a 

37 oC. Luego se fijaron, se permeabilizaron y se incubaron con los mismos 

anticuerpos mencionados anteriormente, por 1 h a 37 oC y posteriormente se 

adicionaron los anticuerpos secundarios acoplados a TRITC o CY5 para 

detectar las vesículas; las muestras se lavaron y se prepararon como se 

describió anteriormente. Se incluyó un control negativo con la presencia de 

únicamente el anticuerpo secundario. 

2. Aislamíento e identificacíón de la proteína que une holotransferrina 

de Entamoeba histolytica (EhTfbp) 

2.1 . Purificación de la proteína de unión de holotransferrina de 

Entamoeba histolytica , EhTfbp 

Las amibas cultivadas durante 48 h se incubaron por 6 h más en 

medio basal sin suero. Posteriormente se enfriaron en hielo, se centrifugaron 

por 5 min a 500 x g y se resuspendieron en una mezcla de inhibidores descrita 

anteriormente: pHMB, NEM, PMSF y EDTA con tritón X-100 a11 % en Hepes 50 

mM, de pH 7. Las amibas se rompieron con 5 ciclos de ·congelación y 

descongelación. Se cuantificó la concentración de proteína por el método de 

Bradford (1976), se hicieron muestras alícuotas de 500 ~g de proteína y se les 

adicionó 5 ~g del anticuerpo monoclonal anti-Receptor de Transferrina humano 

clona H68.4 (Zymed, cal. 13-6800). 

La mezcla se incubó en agitación toda la noche a 4°C, posteriormente 

se adicionaron 15 ~I de proteína A acoplada a Sefarosa y se incubó 

nuevamente a 4°C. Se lavó con Tris-HCI 50 mM de pH 7.5, NaCI 150 mM, 

Nonidet P-40 al 1 %, desoxicolato de sodio al 0.5% con inhibidores, se 
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centrifugó 20 s a 12,000 x g. Se lavó nuevamente con el mismo amortiguador 

anterior pero con NaCI 500 mM y con desoxicolato de sodio al 0.05% y se 

centrifugó. Finalmente, se volvió a lavar con este amortiguador sin NaCI y se 

centrifugó. El inmunoprecipitado se corrió en electroforesis en geles de 

poliacrilamida-SDS al 10% después de hervir la muestra durante 5 min en 

presencia de 5% de ~-mercaptoetanol. 

Para probar si la proteína purificada conservó la capacidad de unir 

holoTf, se corrió en electroforesis y se transfirió a membrana de nitrocelulosa. 

Después de bloquearse, se adicionaron 100 ¡lg/ml de holoTf y se incubó toda la 

noche a 4°C en agitación. La membrana se lavó 2 veces y se incubó con el 

anticuerpo anti-Tf humana (diluído 1:100) por 2 h a 37°C y luego se lavó y se 

incubó con el anticuerpo secundario peroxidado anti-conejo. Posteriormente, se 

reveló con 3-3' diamino-bencidina y H20 2. 

La banda de proteína inmunoprecipitada obtenida en gel teñido con azul 

de Coomassie se cortó para su análisis posterior por espectrometría de masas. 

2.2. Espectrometría de masas 

Para identificar la proteína inmunoprecipitada con el anticuerpo anti

receptor de transferrina humana, la banda obtenida en la electroforesis se cortó 

del gel, se destiñó con acetonitrilo al 50% en bicarbonato de amonio 2.5 mM, 

con dos cambios de 2 h cada uno, hasta que el pedacito de gel se observó 

blanco-transparente. Luego se deshidrató con acetonitrilo puro, se hicieron dos 

cambios de 10 min cada uno. 

Posteriormente se trató la proteína con DIT 15 mM y se dejó en estas 

condiciones reductoras por 30 mino Esta solución se cambió por iodoacetamida 

100 mM para producir la alquilación, lo que se hizo por 30 min protegido de la 

luz. Se extrajo esta solución y se adicionó acetonitrilo para deshidratar por 5 

mino Se removió nuevamente esta solución y se hidrató con bicarbonato de 

amonio 50 mM, incubándola por 10 mino Se repitió nuevamente la 

deshidratación y se secó al vacío. 
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La digestión con tripsina se llevó a cabo incubando durante 30 min en 

hielo y agitando esporádicamente. Pasado este tiempo se quitó el 

sobrenadante, se adicionó bicarbonato de amonio 5 mM y se incubó toda la 

noche a 37°C. Después de esto se adicionó bicarbonato de amonio 5 mM, se 

incubó por 10 min y se agitó para después centrifugar por 30 seg. Se colectó el 

sobrenadante transfiriéndolo a un tubo nuevo. 

Al pedacito de gel sobrante se le adicionó amortiguador de extracción, 

el cual contenía acetonitrilo, agua desionizada y ácido fórmico, con el que se 

incubó 10 min y se centrifugó para colectar el sobrenadante. Esto se hizo dos 

veces, transfiriendo el sobrenadante al tubo utilizado anteriormente. 

Se redujo el volumen hasta 1 O ~I por evaporación en vacío y se 

adicionaron 1 O ~I de ácido acético al 1 % para inyección en el espectrómetro de 

masas con una jeringa Hamilton. 

2.3. Reacción cruzada entre la proteína de unión a holotransferrina, 

EhTfbp y la acetaldehido/alcohol deshidrogenasa 2, EhADH2 , 

ambas de Entamoeba histo/ylica 

Para continuar con la identificación de la EhTfbp como EhADH2, se 

hizo un experimento de reacción cruzada con la EhADH2 purificada y un 

anticuerpo anti-EhADH2 (donados por ía Dra. Eva Avila , Instituto de Biología 

Experimental, Universidad de Guanajuato). Las proteínas EhTfbp y EhADH2 se 

corrieron en SDS-PAGE al 10% Y se transfirieron a una membrana de 

nitrocelulosa, se bloqueó con PBS-Tween-Ieche descremada (1 h, a 

temperatura ambiente). La proteína EhTfbp se incubó con el anti-EhADH2 

(1:1000) y la proteína EhADH2 con anti-EhADH2 y con el anti-RTf humana 

(1 :500), durante 18 h a 4 oC. Se hicieron dos lavados de 10 min cada uno y se 

adicionó el anticuerpo secundario (anti-ratón o anti-conejo peroxidado). Se 

incubó por 2 h a temperatura ambiente y se reveló por quimioluminiscencia. 

Para confirmar el resultado obtenido en el experimento anterior, la 

proteína purificada EhADH2 se corrió en geles de 2-dimensiones. El 

isoelectroenfoque o pimera dimensión se llevó a cabo en el sistema IPG-Phor 

System (Invitrogen) en tiras de pH 6 - 9. La segunda dimensión en SDS-PAGE 
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al 10%. Dos geles iguales se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se 

incubaron con anti-RTf humana (1 :500) y anti-EhADH2 (1:1000), durante 18 hrs 

a 4°C. Se lavó 2 veces con PBS, se adicionaron los anticuerpos secundarios 

respectivos y se incubaron 2 h más a temperatura ambiente. Se reveló por 

quimioluminiscencia. 

2.4. Efecto de los anticuerpos anti-acetaldehido/alcohol deshidrogenasa 

2 de Entamoeba histo/ytica (anti-EhADH2), en la internalización de 

la holotransferrina 

Para saber si los anticuerpos dirigidos contra la EhADH2 pueden tener 

un efecto en la internalización de la holoTf, las amibas cultivadas durante 48 h 

se lavaron, se ajustaron a 1 x 105 células/mi en PBS y se incubaron durante 15 

min a 37"C con el anti-EhADH2 a diferentes diluciones: 1:1, 1:10, 1:100 y 

1:1000. Posteriormente se adicionaron 100 ~g/ml (1 .15 ~M) de holoTf-FITC y 

se incubaron por 15 min más a 37"C. 

Las amibas se lavaron con PBS y se fijaron por 30 min a temperatura 

ambiente con paraformaldehido al 2%. Lo mismo se hizo utilizando 

Lactoferrina-FITC (Lf-FITC) con el anti-EhADH2 diluido 1: 1 000 Y 1: 1. Las 

amibas se lavaron dos veces con PBS y se prepararon para citometría de flujo. 

2.5. Afinidad de unión de holotransferrina humana por la EhTfbp. Efecto 

de la temperatura y la concentración de holotransferrina en células 

vivas y fijadas en la internalización de esta proteina 

Para conocer con qué afinidad se une la holoTf a la EhTfbp y qué 

efecto tiene la baja temperatura en la unión e internalización de la proteína , por 

la saturación de los sitios de unión, los trofozoitos cultivados durante 48 h de 

crecimiento se enfriaron en hielo, se lavaron y ajustaron a 5 x 105 células/mi en 

PBS, para incubarse a diferentes concentraciones de holoTf-FITC desde 11 .5 

fM hasta 115 ~M, por 10 min a 37 y a 4°C. Se lavaron con PBS y se fijaron por 
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30 min con paraformaldehido al 2%. Se lavaron 2 veces con PBS y se 

analizaron por citometría de flujo. 

Para ver si la holo Tf puede ser internalizada en células fijadas 

independientemente de la actividad de una proteína de unión, las amibas se 

fijaron 30 min con paraformaldehido antes de incubarse con las diferentes 

concentraciones de holo Tf. Posteriormente se trataron de la misma manera y 

se analizaron por citometría de flujo. 

2.6. Localización de clatrina , EhADH2 , EhTfbp Y holotransferrina en 

Entamoeba histolytica 

Para saber si en amibas completas interaccionan clatrina, EhADH2 y 

EhTfbp en algún momento de la internalizacón de holotransferrina, un número 

total de 2 x 1 OS.trofozoitos de E. histolytica se incubó por diferentes tiempos (O, 

2, 5, 10, 15 Y 30 min) con holoTf-FITC (115 nM) en medio sin suero. Las 

muestras se fijaron con paraformaldehido al 2%, durante 30 min, se 

permeabilizaron con Triton-X 100 al 0.5% por 10 min y se incubaron con los 

diferentes anticuerpos descritos: anti-clatrina, anti-EhADH2 y anti-EhTfbp 

(diluidos 1 :50), adicionados separadamente, por 1 h a 37"C. 

Después de lavar, se adicionaron los anticuerpos secundarios anti

conejo o anti-ratón según fuera necesario, acoplados a TRITC y se incubaron 

por 2 h. Las muestras se lavaron y se montaron con Vectashield en los 

portaobjetos para observarse en el microscopio confocal. 
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3. Identificación de la familia de receptores a la que pertenece la 

proteína de unión a holotransferrina de Entamoeba histolytica, 

EhTfbp 

3.1. Curvas de viabilidad y de crecimiento de Entamoeba histolylica con 

genisteina 

El receptor de transferrina humana es del tipo tirosin-cinasa, TRK, 

pues necesita de fosforilarse en la tirosina para transferir la señal de 

internalización (Vieira et al., 1996). Para saber si el EhTfbp presenta algún o 

algunos sitios de fosforilación, los cultivos de 48 h de E. histolytica se enfriaron 

y se colectaron por centrifugación, se lavaron 2 veces con PBS, se ajustaron a 

2 X 105 amibas en 200 ¡JI de PBS y se adicionaron diferentes concentraciones 

de genisteína (Braga y Souza, 2006; Raynal et al. , 2007), inhibidor de la 
• 

fosforilación: 1,2,3,3.7,11,20,37, 111 Y 370 ¡JM Y se incubaron 30 min a 

37°C, se cambió PBS nuevo adicionando nuevamente genisteina a la misma 

concentración que la anterior; se incubó nuevamente por 30 min a 37°C. 

Terminado el tiempo se adicionó azul de tripano y se contaron las amibas en la 

cámara de Neubauer. 

La viabilidad de los parásitos tratados fue evaluada también por 

morfologia, movilidad y apariencia ultra-estructural. 

3.2. Efecto de la genisteina en la internalización de la holotransferrina 

Para estudiar el efecto de la genisteina en la internalización de la holoTf 

se realizó el mismo experimento anterior a una concentración de genisteina de 

1, 2,3,3.7, 11 Y 20 ¡JM, en presencia de 100 ¡Jg/ml de holoTf-FITC. La marca 

de fluorescencia en el interior de la célula se cuantificó por citometria de flujo y 

se observó su distribución por microscopia confocal. 
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4. Reconocimiento de algunas proteinas que pudieran participar en la 

transducción de señales inducida por la unión del ligando a la 

EhTfbp 

4.1. Identificación de las proteínas fosforiladas durante la internalización 

de holoTf y su relación con MAP cinasas 

Para saber si la internalización de la holoTf produce la fosforilación 

de alguna proteína y esto hacia otros eventos de señalización hacia la vía de 

crecimiento con la fosforilación de las MAP cinasas, los trofozoítos cultivados 

por 48 h se enfriaron, se centrifugaron y se incubaron con holoTf durante 30 

seg, 1 min, 5, 10, 15, 30 Y 45 min y 30 min en presencia de genisteína con y sin 

holoTf. Al terminar el tiempo de incubación se lavaron las amibas y se obtuvo la 

proteína total con coctel de inhibidores. 

Las proteínas se separaron por PAGE-SDS al 1Jl% y 8%, se 

transfirieron a membranas de nitrocelulosa, las cuales se incubaron con un 

anticuerpo anti-fosfotirosina y anti-MAP cinasa, respectivamente, usados a una 

dilución 1 :1000 e incubados toda la noche a 4°C. Utilizamos como control la 

fosforílación de FAK en presencia. de forbol 12, 13-dibutírato. Después se 

incubó con los anticuerpos secundarios peroxidados correspondientes durante 

2 h a temperatura ambiente y se reveló con diaminobencidina o 

quimioluminiscencia. 

5. Identificación de proteasas capaces de degradar holotransferrina 

humana en Entamoeba histolytica 

5.1. Electroforesis en geles de substrato 

Para evaluar la presencia de proteasas en E. histolytica capaces de 

degradar a la holoTf humana, seguimos el método de degradación de 

substrato en gel descrita anteriormente (Serrano et al. 1996). Las amibas 

cultivadas por 48 h se transfirieron a medio basal sin suero y se incubaron 

durante 6 h en medio con hierro y sin hierro, se enfriaron en hielo por 10 min y 
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se centrifugaron por 5 min; la pastilla celular y el sobrenadante se colectaron 

por separado. 

Las células se rompieron por agitación fuerte a 4°C en amortiguador de 

muestra 2X (Laemmli , 1970) sin inhibido res, ni p-mercaptoetanol. El mismo 

método se siguió para el sobrenadante después de precipitar las proteínas con 

2-propanol (1 :1) antes de adicionar el amortiguador de muestra 2X de Laemmli 

(Laemmli , 1970). 

Después de preparar los geles con SOS al 12% usando 0.1% de 

holoTf humana como substrato, 10 ~g de la proteína total de amiba ó 40 ~g del 

sobrenadante del medio de cultivo precipitado fueron colocados en el gel. Se 

llevó a cabo la electroforesis durante 3 h a 100 V a 4°C y se incubó 1 h en 

Triton X-100 al 2.5% por 1 h. Posteriormente, los geles se incubaron en 

amortiguador de activación proteolitica (Tris-HCI 1 mM de pH 7.0 Y CaCI 2 10 

mM). Los geles se tiñeron con azul de Coomassie para su observación. 

Para caracterizar el tipo de proteasas amibianas capaces de degradar 

la holoTf humana, los geles se incubaron en el amortiguador de activación con 

alguno de los inhibidores de proteasas: PHMB 50 mM, PMSF 50 mM, o EGTA 

125 mM (Serrano-Luna et al , 1998b). 
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RESULTADOS 

1. Identificación de estructuras vesiculares y proteínas 

relacionadas con la internalización de la holotransferrina 

1.1.1. Inhibido res de la endocitosis dependiente de clatrina evitan la 

internalización de holotransferrina 

Para saber a tavés de que vía endocítica es internalizada la holoTf en 

E. histolytica. las amibas se trataron con diferentes inhibidores específicos de 

cada una de las diferentes vías de endocitosis. La cantidad de holoTf-FITC 

internalizada se cuantificó por citometría y microscopía confocal (Fig. 2). 

Cuando las amibas se incubaron con wortmanina (50 ¡¡M). inhibidor de 

la mayoría de las rutas endocíticas en las que participa PI3-K, se afectó la 

endocitosis de holoTf en un 91 %. Lo mismo se observó con inhibidores 

específicos de la endocitosis dependiente de clatrina, como cloroquina (50 mM) 

y sacarosa (5%), que bloquearon la entrada de holoTf en un 80% y 85%, 

respectivamente. 

Por el contrario, filipina (10 ¡¡M), una droga usada para desestructurar 

las caveolas al secuestrar el colesterol , no afectó la internalización de holoTf. 

Las drogas que afectan la estructura del citoesqueleto tales como 

colchicina (2 ¡¡M) Y citocalasina D (10 ¡¡M), inhibieron la endocitosis de holoTf 

en un 30 y 85%, respectivamente. 

Estos resultados indican que la internalización de holotransferrina en 

E. histolytica es a través de un proceso de endocitosis dependiente de 

vesículas cubiertas de clatrina y de una molécula de unión , proceso en el que 

participan los microfilamentos de actina del citoesqueleto. 
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Fig. 2. Efecto de los Inhlbldores de endocitosls en la intemallzaclón 
de holotransferrlna. Los trofozoitos (10" se incubaron con inhibidores y 
luego con holoTf·FITC 1.15 11M; después se trataron para observarse en 
el microscopio confocal (A) y analizarse en citometria (B). (a, b) HoloTf sin 
inhibldores. (e) Cloroquina 50 mM. (d) Sacarosa al 5%. (e) Wortmannlna 50 
11M. (f) Filipina 10 11M. Las mismas concentraciones de los inhibidores se 
usaron tanto para microscopia confocal como para citometria de flujo. 
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1.1 .2. Clatrina participa en la internalización de holotransferrina en 

Enlamoeba hislolylica 

Para confirmar que holoTf se endocita a través de vesículas cubiertas 

de clatrina en E. hislolylica, se utilizó un anticuerpo anti-clatrina de cerebro de 

bovino para observar esta proteína en microscopía confocal co-Iocalizando con 

holoTf. 

Los resultados muestran al anticuerpo anti-clatrina reconociendo 

vesículas principalmente sobre la membrana celular (Fig. 3b, rojo) . Al inicio del 

proceso de internalización de holoTf-FITC (1-3 min), esta proteína (Fig. 3c, 

verde) se encontró co-Iocalizando con las regiones ricas en clatrina (Fig. 3d, 

amarillo). 

En los periodos de incubación largos (15-45 min), holoTf-FITC y clatrina 

se encontraron en una distribución diferente sin mostrar co-Iocalización (datos 

no mostrados). Para probar la especificidad de la reacción, el control negativo 

utilizado fue el anticuerpo secundario (datos no mostrados). Estos resultados 

sugieren que holoTf es internalizada en vesículas recubiertas de clatrina. 
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Flg. 3. Co-Iocalizaclón de clatrlna y holotransferrina. Las amibas 
fueron Incubadas en presencia de holoTf·FITC de 1 a 3 min (C, en color 
verde). Se fijaron, se permeablllzaron y se Incubaron con el anticuerpo 
antl-clatrina (B, en color rojo). La co·locallzaclón se observa en O, en 
color amarillo. 
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1.1.3. Estructuras vesiculares identificadas 

Para saber si durante la internalización de holoTf participan estructuras 

del sistema endosomallisosomal en E. histolytica, se obtuvieron las proteínas 

de este parásito, se separaron en electroforesis y después se transfirieron a 

membranas de nitrocelulosa. Se incubaron con anticuerpos contra endosomas 

tempranos (anti-EEA 1), endosomas tardios (anti-MPR) y lisosomas (anti

LAMP1 y anti-LAMP2). Los resultados se muestran en la Fig. 4. 

Con el anticuerpo anti-EEA 1 se identificaron dos bandas, una de 120 y 

otra de 35 kDa (Fig. 4, carril a); con el anti-MPR, se observaron cuatro bandas 

de 45, 24, 22 Y 20 kDa (Fig. 4, carril b) y con los anticuerpos anti-LAMP1 yanti

LAMP2, se encontraron bandas de 102, 83, 57, 45 Y 34 kDa; y de 57, 45, 35 Y 

20 kDa (Fig. 4, carril c y d), respectivamente. 

Para validar el reconocimiento del anticuerpo utilizamos las proteínas 

totales de Trypano.soma cruzi cepas Y y Brennen, que guardan cierta similitud 

con las LAMP reportadas en T brucei (glícoproteína (gp) 75, gp42 Y gp32 kDa) 

(Alexander et al. 2002) . 

Las proteínas totales de T cruzi cepa Y (Fig. 4, carriles e y g) y de la 

cepa Brennen (Fig 4, carriles f y h) se incubaron con anti-LAMP1 (Fig. 4, e y f) y 

anti-LAMP2 (Fig. 4, carriles 9 y h). El anticuerpo anti-LAMP1 reconoció dos 

bandas, una de 57 y otra 46 kDa , en ambas cepas y el anti-LAMP2 cuatro 

bandas de 75, 57, 45 Y 38 kDa, en ambas cepas también. Los controles con los 

anticuerpos secundarios anti-ratón y anti-conejo se muestran en la Fig. 4 , 

carriles i y j . Estos resultados muestran la presencia de proteínas relacionadas 

con lisosomas en T. cruzi y E. histolytica, que tienen una masa molecular 

similar a las encontradas en T brucei utilizando otra metodologia. Las 

proteínas lisosomales encontradas en estos organismos pueden estar 

compartiendo epítopos con las LAMP típicas de células superiores, pues la 

reconocen los anticuerpos heterólogos contra estas proteínas provenientes de 

seres humanos y bovínos. 

Esto nos permite inferir que los anticuerpos anti-EEA 1 y anti-MPR 

pueden estar reconociendo las proteínas relacionadas con las presentes en 

células superiores. En mamiferos estas proteínas presentan masas 
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moleculares muy diferentes a las encontradas en los parásitos (EEA1 , 162 

kDa; MPR, 300 kDa y LAMP1, 96 kDa), pero pueden estar compartiendo 

regiones importantes para la función que reconocen los anticuerpos . 

• 
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Flg. 4. Detección en E. hlsfolytlca de protelnas similares a EEA1, 
MPR, LAMp·1 Y LAMP·2 por Inmuno·transferencla. La protelna total se 
separó por SDS·PAGE. La membrana se Incubó con: (a) anti·EEA1 de 
humano; (b) antl·MPR de bovino; (e) antl·LAMP·1 de humano; (d) antl· 
LAMp·2 de rata; (e, g) T. cruzl cepa Y; (f, h) cepa Brennen; (e y f) antl· 
LAMP1; (g y h) antl·LAMP2. (1, J) Protelna total de E. hlstolytica Incubada 
sin anticuerpo primario. Revelado con 3"·3· dlamlno·bencldlna o 
quimlolumlnlscencla. 
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1.1.4. Tráfico y entrega de holotransferrina a endosomas tempranos y 

tardíos y a lisosomas 

Para ver si se podían relacionar las proteínas reconocidas por los 

anticuerpos anti-EEA 1, anti-MPR y anti-LAMP1 con una función en las 

estructuras vesiculares de la amiba, se hizo el seguimiento de la internalización 

de la holoTf en microscopía confocal , incubando también con los anticuerpos a 

diferentes tiempos durante todo el proceso de endocitosis. El patrón de 

distribución de las proteínas reconocidas por los diferentes anticuerpos varió de 

acuerdo a la presencia de holoTf-FITC y al tiempo de internalización de la 

misma (Fig. 5). 

Primeramente, se estableció la localización de las proteínas 

reconocidas en la inmuno-transferencia en ausencia de holo Tf. El anticuerpo 

anti-EEA 1 detectó una proteína en estructuras vesiculares dentro de la amiba 

(Fig. 5a, rojo) ; el anti-MPR reconoció redes y algunas estructuras vesiculares 

de diferentes tamaños dentro de los trofozoítos (Fig. 5b, azul). El anticuerpo 

anti-LAMP-1 se unió a una proteína presente en vesículas (Fig. 5g, rojo) . Estos 

resultados sugieren la presencia de estructuras vesiculares semejantes en 

composición a las vesículas encontradas en la ruta endo-lisosomal de células 

eucariotas. 

Para ver si el tráfico de la holo Tf-FITC involucra las diferentes 

estructuras vesiculares reconocidas por los anticuerpos dirigidos contra estas 

estructuras, los trofozoítos se incubaron a diferentes tiempos con holoTf y 

luego se fijaron para incubarse con los anticuerpos. 

La holoTf-FITC se internalizó rápidamente, con sólo 5 min de 

incubación (Fig. 5b, verde) , y se observó localizando en el mismo sitio que el 

anti-EEA1 (Fig. 5c, amarillo). A los 2 ó 10 min, no se observó co-Iocalización 

entre estas proteínas (datos no mostrados). Después de 20 min de iniciar la 

endocitosis de la holoTf-FITC (Fig. 5e, verde) , la fluorescencia se observó 

dentro de las estructuras reconocidas con el anticuerpo anti-MPR como 

endosomas tardíos. En color blanco o azul cielo sobre la membrana y dentro 

de las amibas (Fig. 5f) la misma distribución se observó a los 15-25 min 

Reyes-López, M. ADH2 es receptor de Tf en 
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(resultados no mostrados). Finalmente, la holoTf-FITC (Fig. 5h, verde) se 

observó dentro de estructuras semejantes a lisosomas pues fueron 

reconocidas por el anti-LAMP1 a los 30 min (Fig. 5i, amarillo); esta co

localización no se encontró a intervalos de tiempo cortos (5-20 min, resultados 

no mostrados). 

Estos datos sugieren que E. histalytica posee proteínas con epítopas 

semejantes a EEA 1, MPR, Y LAMP-1 , las cuales son proteínas típicas de 

células superiores y que pueden estar desarrollando la misma función, pues 

durante la internalización de la holoTf co-Iocalizan con ella y varía su 

distribución. Del mismo modo, los resultados muestran que la holoTf viaja a 

través de la ruta endosoma/lisosomal en E. histalytica. 
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Flg. 5. Distribución de las protelnas marcadoras de endosomas 
tempranos, tardlos y IIsosomas en E. hlstolytlca, en presencia y ausencia 
de holoTf-FITC. Incubacl6n de 5 mln con Tf, (a), Endosomas tempranos 
con anti-EEA1; (b) locallzacl6n de Tf-FITC; (c), co-Iocallzaclón. Incubacl6n 
15 mln, (d) Endosomas tardlos, anti-MPR; (e), Tf-FITC; (f) co-Iocallzaclón 
de ambos. Incubación 30 mln, (g) Lisosomas, antl-LAMP1; (h) Tf-FITC; (1) 
co-locallzacI6n. ' 
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2. Purificación e identificación de la proteína de unión para holo

transferrina de Entamoeba histolytica, EhTfbp 

2.1.1. Purificación de EhTfbp 

la purificación de EhTfbp se llevó a cabo por inmuno-precipitación con 

el anticuerpo monoclonal anti-receptor de Tf humana H68.4 (anti-RTf). la 

proteína purificada mostró una masa molecular de 95 kDa en electroforesis. 

Para evaluar si la proteína purificada presentaba la capacidad de unir holoTf. 

se transfirió a una membrana de nitrocelulosa, la cual se incubó con holoTf. 

Posteriormente se incubó con el anticuerpo monoclonal anti-Tf humana y se 

reveló con 3,3'- diamino-bencidina. los resultados se muestran en la Fig. 6. 
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Fig 6. Purificación de la proteina que une holoTf de E. histolytica 
(EhTfbp) por inmuno-precipitación con el anti-RTf humana. a) PAGE-SDS, 
tinción de Coomassie, b) Transferencia del inmuno-precipitado a 
nitrocelulosa, la membrana se incubó con holoTf y posteriormente con un 
anticuerpo anti-Tf. Revelado con 3,3'- diamino-bencidina. 
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2.1.2. Identificación de la EhTfbp por espectrometría de masas 

La proteína obtenida en la inmuno-precipitación y purificada por 

electroforesis se cortó del gel y se analizó en espectrometría de masas. 

Después de buscar en las bases de datos con el software Protein Pilot, 

se identificaron dos péptidos con secuencias TRNPIVFSFHPSALK y 

KIFIVSDRM, en dos experimentos independientes, con un 99% de similitud con 

la proteína Acetaldehído alcoholldeshidrogenasa2 de Entamoeba histolylica, la 

cual ha sido descrita y estudiada anteriormente por varios grupos (Yang, 1994; 

Bruchhaus & Tannich, 1994; Avila et al. , 2002) (ADH2_ENTHI con número de 

acceso Q24803). 

2.1.3. Reacción cruzada entre EhTfbp y EhADH2 usando anticuerpos 

Para continuar con.la caracterización de la EhTfbp como EhADH2, se 

utilizó esta segunda proteína purificada y un anticuerpo anti-EhADH2 , ambos 

donados por la Dra . E. Ávila (2002), quien ha estudiado esta proteína . Ambas 

proteínas se corrieron en SDS-PAGE, mostrando similar masa molecular en la 

tinción de Coomassie (Fig. 7A, carri les 1 y 4). 

Después de transferir EhTfbp a la membrana de nitrocelulosa, se 

observó la capacidad de unir hOloTf, incubándose en presencia de esta 

proteina peroxidada (Fig. 7A, carril 2). 

Posteriormente, ambas proteínas, EhTfbp y EhADH2 , fueron 

reconocidas por el anticuerpo anti-EhADH2 (Fig. 7 A, carriles 3 y 5, 

respectivamente) . EhADH2 fue reconocida también por el anti-RTf humana 

(Fig. 7A, carril 6). 

Para determinar la especificidad de los anticuerpos por la banda de 95 

kDa, las proteínas totales de la amiba se separaron en electroforesis y se 

transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Fig. 7A, carril 7). Estas se 

incubaron con los anticuerpos, ya sea con el anticuerpo anti-RTf humana, con 

el anti-EhADH2 o con holoTf biotinilada. 
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Como sucedió al utilizar las proteínas puras, en las proteínas totales se 

observó una banda principal de 95 kDa reconocida por ambos anticuerpos y se 

observó unida la holoTf biotinilada a la EhADH2 (Fig. 7A, carriles 8, 9 Y 10). 

Para verificar la especificidad de los anticuerpos, se utilizó una 

proteína de Giardia lamblia no relacionada con la internalización de la holoTf 

(Fig. 7C, carril a) , la cual no fue reconocida por el anticuerpo anti-RTf humana 

(Fig. 7C, carril b) . Otras proteínas no relacionadas usadas como controles 

negativos fueron los marcadores de masa molecular (Fig. 7C , carriles e y d); 

ninguna de estas proteínas fue reconocida por los anticuerpos. Los controles 

negativos correspondientes a la incubación únicamente con los anticuerpos 

secundarios se muestran en la Fig. 7C, carri les e y f. 

Estos resultados indican que las proteínas EhTfbp y EhADH2 son la 

misma o comparten epítopos similares. Para confirmarlo, la proteína EhADH2 

purificada se separó en geles de 2-dimensiones. Se obtuvieron tres isoformas 
• 

(Fig. 7B, a) , con puntos isoeléctricos de 6.6, 6.5 Y 6.3. Las isoformas fueron 

reconocidas por el anti-RTf humano (Fig. 7B, b). La isoforma con pi de 6.6 

mostró mayor afinidad por el anticuerpo anti-RTf. Estos resultados apoyan los 

anteriores y confirman el hecho de que se trata de la misma proteína o que 

presentan una alta homología estructural. 
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Flg. 7. Reconocimiento cruzado de las protelnas amlblanas EhTfbp y 
EhADH2. Panel A) carriles 1, 2 Y 3, EhTfbp purificada: 1, tlnclón de 
eoomassie; 2, overlay con holoTf-HRP; 3, antl-EhADH2; Panel A) carriles 
4, S, Y 6, EhADH2 purificada: 4, tinclón de eoomassle; S, anti-EhADH2; 6, 
anti-RTf humano. Panel A) carriles 7-10, proteina total de Entamoeba 
hlstolyt/ca: 7) tinclón de eoomassle; 8, anti-EhADH2; 9, anti-RTf humano; 
10, HoloTf-blotlnllada. Panel B) electroforesls en dos dimensiones de la 
proteina EhADH2 (a), tinclón de eoomassle; (b) incubada con el anti-RTf 
humano. Panel e) protelna no relacionada de G/ardla lamb//a (a) tlnclón de 
eoomasale, lb) Anti- RTf humano; Ic, d) marcadores de peso molecular: 
(c) con antl-RTf humano y (d) con antl-EhADH2; (e y f), Protelnas totales 
de amiba con solo los anticuerpos secundarlos y revelados con 
qulmloluminiscencla. 
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2.1.4. Inhibición de la endocitosis de holotransferrina por saturación de 

los sitios de unión con el anticuerpo anti-EhADH2 

Para demostrar que la EhADH2 participa en la internalización de 

holoTf se utilizó el anticuerpo anti-EhADH2 para inhibir el sitio de unión a 

holoTf. 

Para esto, las amibas se incubaron con el anticuerpo a diferentes 

concentraciones y posteriormente se pusieron en presencia de holoTf, apoTf y 

holoLf en citometría para cuantificar su internalización por la cantidad de 

fluorescencia . Los resultados se muestran en la Fig 8. 

El anticuerpo anti-EhADH2 inhibió la internalización de holoTf hasta un 

90% cuando el anticuerpo se encontraba a mayor concentración . Pero no 

mostró ningún efecto en la entrada de hololactoferrina (holoLf), una proteína 

semejante a la holoTf que se internaliza en vesículas de caveola en Entamoeba 

histolytica y cuya endocitosis no es afectada por holoTf (León-Sicairos et al. , 

2005). Debido a que holoLf es captada por la amiba a través de un diferente 

tipo de endocitosis y con otra proteína de uníón díferente a la de holoTf, su 

ínternalización no se ve afectada cuando se incuba con el anticuerpo contra 

EhADH2. La cantidad de holoTf-FITC internalizada varió dependiendo de la 

concentración del anticuerpo, por lo tanto el anticuerpo se está uniendo al sitio 

de reconocimiento de holoTf y bloquea la unión para su internalización. Estos 

resultados nos indican que el anticuerpo anti-EhADH2 se une a EhTfbp y evita 

el reconocimiento de holoTf. Además confirman que EhADH2 y EhTfbp son la 

misma proteína que une holoTf y que partícipa en la internalización de holoTf. 

En este mismo experimento se comprobó que la apoTf, proteína libre 

de Fe, no se interna liza (Reyes-López, 2001) Y probablernente se debe a que 

la proteína de unión es sensible a la presencia de Fe en esta proteína. Además 

se muestra que el anticuerpo no tiene ningún efecto cuando se incuba con esta 

proteína sin fierro y por lo tanto está ejerciendo su actividad bloqueadora 

específicamente con la holoTf. Es importante hacer notar que un 10% de holoTf 

continua entrando en forma independiente de una proteína de unión (Welter et 

al.,2006). 
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Fig. 8. Inhibición de la endocitosis de holoTf-FITC por el anticuerpo 
anti-EhADH2. Las amibas se incubaron primero con el anti-EhADH2 por 
15 min y después con holoTf-FITC, apoTf-FITC u holoLf-FITC durante 
otros 15 min de interacción, luego se fijaron y se analizaron por citometría 
de flujo. * p<O.001; ** p<O.05, comparado con holoTf. 
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2,1,5, Afinidad de la unión de EhTfbp por su ligando y efecto de la 

temperatura y de la concentración de holotransferrina 

Para confirmar que la interna liza ció n de holo Tf se lleva a cabo por 

medio de una proteína presente en la membrana se hicieron experimentos de 

saturación a la temperatura normal de crecimiento y a 4 ' C, 

Los trofozoítos se incubaron a baja temperatura para intentar saturar 

los sitios de unión disponibles y evitar la internalización del ligando, Los 

resultados en la Fig, 9A muestran la cinética para holoTf a 37°C donde la 

internalización es constante en las concentraciones más bajas hasta 11 ,5 nM, 

concentración en la que se alcanza la saturación , La afinidad por la transferrina 

es de 1,81 x 10-9 M, A esta temperatura las moléculas de la membrana 

citoplásmica están en constante recambio, así que las EhTfbp nuevas están 

activamente uniendo y endocitando el ligando, 

Diferente a lo obtenido a baja temperatura, donde no hay 

internalización, no se están llevando a cabo los procesos endocíticos con el 

recambio de membrana y los sitios de unión , pueden tampoco estar saturados , 

A concentraciones muy altas de holoTf la internalización se llevó a 

cabo de manera independiente de la proteina de unión , pues no se observó 

saturación a temperaturas altas o bajas (datos no mostrados), 

Cuando se incubaron los trofozoítos a una concentración fija de holoTf, 

en una cinética de endocitosis respecto al tiempo, la internalización aumentó 

rápidamente y fue gradual hasta alcanzar la saturación, observándose el 

mismo efecto de menor endocitosis a baja temperatura , 

Cuando se utilizaron amibas fijadas con paraformaldehído, para inhibir 

completamente la endocitosis de la holoTf (Fig, 10), se alcanzó la saturación a 

la misma concentración observada en las células vivas mantenidas a 37"C, 

Esto comprueba la participación de la proteína de unión a holoTf, EhTfbp, 

A las concentraciones más altas utilizadas de holoTf, esta proteína 

entra constantemente sin control. Probablemente el paraformaldehído produce 

la permeabilización de la membrana por lo que la holoTf puede entrar a la 

amiba sin alcanzar la saturación, Esto sugiere que el proceso de internalización 

Reyes-López, M. ADH2 es receptor de Tf en 
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está perfectamente regulado, pues en amibas muertas la internalización 

continúa hasta el equilibrio . 
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Fig. 9. Internalización de holoTf dependiente de su concentración y de 
la temperatura en E. histolytica. Los trofozoitos se incubaron con : A, 
holoTf-FITC a diferentes concentraciones ; B, con holoTf-FITC (1.15 11M). 
Posteriormente se fijaron , lavaron y prepararon para su análisis en 
citometria de flujo. 
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2.1 .6. Localización de EhADH2 y su relación con clatrina y transferrina 

Para saber si la proteína EhADH2 interacciona con vesiculas cubiertas 

de clatrina, las amibas primero se incubaron con holoTf-FITC a diferentes 

tiempos, a 37 oC permitiendo su internalización. 

Primeramente, los trofozoítos en ausencia de holoTf se incubaron con 

anti-EhADH2 (Fig. 11a, rojo) , para conocer la distribución de la EhADH2. El 

patrón de distribución se observó homogéneo en toda la amiba, en citoplasma 

y membrana plasmática. 

Una vez observada la distribución de esta proteína, los trofozoítos se 

incubaron con holoTf para permitir su internalización. Posteriormente, a 

diferentes tiempos se fijaron y se incubaron con los anticuerpos anti-EhADH2 

(Fig.11b, rojo) y anti-c1atrina (Fig. 11b, verde). 

Los resultados muestran que la EhADH2 interacciona con holoTf, sin 
• 

involucrar a clatrina a ninguno de los tiempos probados. EhADH2 presenta la 

misma distribución que en ausencia de holoTf y clatrina se observó en 

estructuras vesiculares en el citoplasma de la amiba . Los resultados se 

muestran en la Fig. 11 (c-f) . Como ya se había demostrado antes, los 

anticuerpos anti-EhADH2 bloquearon la internalización de holoTf-FITC (Fig. 

11 d), comparado con amibas que no se incubaron con ellos (Fig.11 c) . 

Para probar si holoTf-FITC y apoTf-FITC comparten el sitio de unión en 

la membrana amibiana los trofozoítos se incubaron con el anti-EhADH2 y luego 

con estas proteínas. Cuando las amibas se incubaron con apoTf se observó 

muy poca internalización (Fig.11e) y no hubo interacción con la enzima 

marcada con el anticuerpo anti-EhADH2 (Fig. 11 f) . 
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Fig. 11. EhADH2 no Interacciona con clatrlna durante la endocltosis 
de holoTf en microscopia confocal. Las amibas se Incubaron con: (a) anti
EhADH2; (b) antl-EhADH2 y antl-clatrlna; (e) Amibas con holoTf-FITC; (d) 
Amibas con antl-EhADH2 y luego con holoTf-FITC. (e) Amibas con apoTf
FITC. (f) amibas con antl-EhADH2 y después con apoTf-FITC. Los 
trofozoltos se fijaron e Incubaron con el anticuerpo secundarlo acoplado 
con rodamina y se montaron para observarse en microscopia confocal. 
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3. EhTfbp con actividad tipo tirosín-cinasa 

3.1.1. Curva de crecimiento en presencia de genistelna 

Para determinar si EhTfbp tiene la capacidad de despertar una señal 

para la internalización una vez que el ligando es reconocido, como es el caso 

del receptor de Tf tlpico de células eucariontes superiores (receptor tipoTRK), 

se utilizó la genistelna, compuesto inhibidor de la fosforilación de proteín

cinasas (PKs) específicas de tirosina. 

Primero se probaron diferentes concentraciones de genistelna para 

encontrar la concentración adecuada que no afectara la viabilidad de los 

trofozoitos y asl poder observar el efecto del inhibidor. Los resultados se 

muestran en la Fig. 12A, donde se observa la viabilidad constante en las 

amibas hasta 15 11M de genisteína. Arriba de esta concentración (20 11M) se 

observa una disminución de la viabilidad y a 25 11M la viabilidad es del 0%. 

Para evaluar el efecto de la genisteína en el crecimiento amibiano se 

realizó una cinética de crecimiento a las concentraciones que no afectaron la 

viabilidad (Fig. 128). En estas condiciones las amibas presentaron un 

crecimiento muy similar al control, excepto cuando se usó la concentración de 

20 11M, donde disminuyó el crecimiento casi un 50%. Por tanto, se utilizaron las 

concentraciones que no afectaron la viabilidad o el crecimiento en los 

experimentos siguientes, con amibas en presencia de holoTf-FITC. 
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Fig. 12. Curvas de viabilidad y de crecimiento de los trofozoitos de 
E. hlstolytica en presencia de genistalna. (A', Los trofozoitos se 
Incubaron en diferentes concentraciones de genlstalna por 30 mln y se 
midió la viabilidad con azul de tripa no. (B', Para medir el crecimiento, los 
trofozoltos se Incubaron con genlstalna y se contó el número de células 
cada 24 h. 

·52· 



TESIS DOCTORAL 

3.1.2. Inhibición de la intemalización de holotransferrina en presencia de 

genisteína 

Posteriormente se midió la intemalización de holoTf-FITC en presencia 

de genisteina a las concentraciones establecidas en el punto anterior con 

viabilidad mayor al 80%. Los resultados se muestran en la Fig. 13, donde la 

entrada de holo Tf se ve afectada de acuerdo a la concentración utilizada de 

genisteina, en las concentraciones entre 1 y 3 ~M. Posteriormente, en las 

concentraciones de 3.7 y 20 ~M la inhibición ya no es dependiente de la 

concentración y se mantiene constante. El mayor efecto inhibitorio es en 3.7 

~M de genisteína. Por tanto, EhTfbp requiere de fosforilarse para despertar la 

señalización hacia alguna vía específica que permita la internalización de 

holo Tf. Debido a que el inhibidor de la fosforilación afecta el crecimiento de la 

amiba, esto puede indicar que el sentido en el que va la señalización es hacia 

el crecimiento y la proliferación celular. 
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Flg 13. Efecto de la genlstelna en la Internallzaclón de 
holotransferrlna. Los trofozoltos se Incubaron a diferentes 
concentraciones de genlsteina y con holoTf·FITC durante 30 mln. 
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4. Participación de la EhTfbp en la transducción de señales para la 

endocitosis de holotransferrina 

4.1.1. Identificación de las proteínas fosforiladas y su relación con MAP

cinasas 

El receptor de transferrina en eucariontes superiores requiere de 

autofosforilarse para que holoTf sea internalizada. Para saber si en E. 

histolytica la Tfbp o cualquier otra proteína relacionada se puede fosforilar e 

inducir la internalización, los trofozoitos de E. histolytica se incubaron a 

diferentes tiempos con holoTf. Se obtuvieron las proteínas totales, se 

separaron en electroforesis y la transferencia se incubó con el anticuerpo anti

fosfotirosina y anti-MAPK. 

En los extractos incubados a diferentes tiempos con holoTf se observó 
• 

la fosforilación de una proteína de 95 kDa (Fig. 14a); que aumentó con 

respecto al tiempo de incubación con holoTf, comparadas con el control sin 

holoTf. En las amibas incubadas en presencia de genisteína se observó de 

disminución en la fosforilación . 

Para saber si la señalización se dirige hacia la via de crecimiento y 

proliferación de ERKlMAPK, se utilizó el anticuerpo anti-MAPK, que reconoce 

la proteina que lleva la señal de la membrana citoplásmica al núcleo. Se 

encontró una proteína de 42 kDa (Fig. 14b), se observó un incrementó en la en 

la proteína reconocida con ERKlMAPK, por lo que podemos decir que hay una 

relación con la internañización de holoTf. Utilizamos la fosforilación de FAK 

para comparar con la proteína de unión de transf~rrina, donde mostramos que 

la fosforilación de tirosina se produce de acuerdo a la presencia o ausencia del 

inductor forbol 12, 13-dibutirato. 

Es necesario explorar la señalización hacia otras vías de crecimiento y 

proliferación para lograr dilucidar la vía de señalización implicada en la 

internalización de holoTf. 
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Fig. 14. Proteína total de E. histolytica íncubada con holotf a O, 30 
seg, 1, 5, 10, 15, 30 Y 45 mín. (G), trofozoítos incubados 30 min con 
genisteína 400 11M antes de íncubarse con holoTf. Posteriormente se 
obtuvo la proteína total y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa, 
las cuales se pusieron en contacto con 105 anticuerpos a) PT, antí
fosfotirosina; b) MAPK/ERK, anti-Map cinasa, e) control de fosforilación 
con amibas activadas con POB y revelada con anti-Fack. d) Control de 
carga. 
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5. Identificación de proteasas especificas de holotransferrina humana 

5.1.1. Electroforesis en geles de substrato 

Para saber si la amiba tiene proteasas internas o secretadas al medio 

que degraden holoTf humana se obtuvo la proteína total de los trofozoítos 

cultivados y las proteínas secretadas al medio de cultivo durante su crecimiento 

en medio de cultivo en concentración de hierro normal y en falta de hierro. 

Estas proteínas se separaron en geles co-polimerizados con holoTf. 

Los resultados en presencia y ausencia de hierro no mostraron 

ninguna diferencia, en ambos casos se observaron cuatro proteasas en el 

extracto de proteína total de los trofozoítos, que son capaces de degradar 

holoTf humana (Fig. 15A carril 2), yen el sobrenadante del medio de cultivo se 

precipitaron cinco diferentes actividades con la misma capacidad de degradar 
• 

holoTf (Fig. 158 carril 4). 

En la proteína total de la amiba las bandas de degradación observadas 

mostraron masas moleculares de 130, 43, 20 Y 6 kDa (Fig. 15A carril 2). Las 

actividades observadas secretadas al medio de cultivo son de 130, 70, 50, 35 Y 

30 kDa (Fig. 158 carril 4). 

Como se ha descrito que la actividad proteolítica mayoritaria de E. 

histolytica pertenece al tipo de cisteín-proteasas (Que et al ., 2002), se utilizó 

PHM8, un inhibidor de cisteín-proteasas, en el amortiguador de activación de 

los geles de sustrato. En estas condiciones, las bandas de actividad proteolítica 

disminuyeron y en algunos casos no pudo observarse la banda de degradación 

(datos no mostrados). 

Estos resultados sugieren la presencia de varias actividades del tipo 

cisteín-proteasas. Además, sugieren que los trofozoítos de E. histolytica son 

capaces de degradar holoTf a través de proteasas secretadas al medio, lo que 

indicaría la presencia de otro mecanismo de adquisición de hierro; así como 

también la presencia de proteasas que la degradan en el interior de la amiba y 

la relación que guarda su actividad con la ausencia o presencia de Fe y la 

actividad de la EhTfbp. 
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Flg. 15. Proteasas amibianas que degradan holoTf en geles co
pollmerlzados con esta protelna: A) protelna total de E. hlstolytJca, carril 
1) marcadores de masa molecular; carril 2) bandas de degradación. B) 
Protelnas precipitadas del sobrenadante del medio de cultivo, carril 1) 
marcadores de masa molecular; carril 2) bandas de degradación. 
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DISCUSiÓN 

Los trofozoítos de Entamoeba histolytica requieren de hierro para su 

multiplicación dentro del ser humano. La endocitosis de holoTf para obtener 

este elemento puede ser un proceso importante durante la colonización e 

invasión del huésped. En este trabajo se obtuvo información relevante para 

establecer el mecanismo de endocitosis de holoTf y la participación de algunas 

de las proteínas relacionadas con este proceso. 

La endocitosis es un mecanismo muy conservado en células 

superiores y recientemente se ha visto que también lo es en protozoarios 

(Hernández et al., 2007; Morgan et al. , 2001 ; Robibaro et al. , 2001). La 

endocitosis a través de vesículas cubiertas de clatrina ha sido descrita en E. 

histolytica para ferritina por nuestro grupo de trabajo; ferritina es una proteína 

con un elevado contenido férrico y que reside mayormente en hígado y bazo 

(López-Soto et al. , 2009). Varias proteínas involucradas en la endocitosis, 

como las Rab GTPasas, también se han encontrado conservadas en este 

protozoario (Juárez et al. , 2001 ; Rornero-Diaz et al., 2007; Temesvari et al. , 

1999; Welter et al. , 2002). 

De acuerdo con nuestros resultados, al usar diferentes inhibidores de 

endocitosis en microscopía confocal y citornetría de flujo, la internalización de 

holoTf se lleva a cabo en vesículas cubiertas de clatrina. Cuando se incubaron 

las amibas con wortmanina, un inhibidor de la actividad de fosfatidil-inositol-3-

cinasa (PI3-K) , se evitó la entrada de holoTf en un 90%. Se sabe que PI3-K 

participa en varios eventos vitales en E. histolytica, como fagocitosis (Gosh & 

Samuelson, 1997; Marion et al. , 2005; Nakada-Tsukui et al ., 2009) y pinocitosis 

(Batista & de Souza, 2004) ; también PI3-K participa en exocitosis en 

Entamoeba invadens (Gosh et al. , 1999). En otros estudios usando L Y294002 

como inhibidor específico de PI3-K, se demostró la participación de esta cinasa 

en la micropinocitosis (Meza & Clarke, 2004). 

Todos estos trabajos demuestran que PI3-K participa en varios pasos 

del proceso endocitico en E. histolytica, por lo que podemos confirmar que la 
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internalización de la holoTf es un proceso de endocitosis en el que participa, 

entre otras proteínas, la PI3-K. 

En cuanto a la cloroquina, este anti-parasitario ha sido empleado como 

un inhibidor especifico de endocitosis dependiente de clatrína en otras células. 

En E. histolytica la cloroquina inhibíó la ínternalización de holoTf en casi un 

80%. Sin embargo, no nos fue posíble inhibirla completamente a mayores 

concentraciones de cloroquina o utilizando mezclas de 2 ó más inhibidores. 

Este resultado, junto con el obtenido con wortmanina, sugiere que 

holoTf entra al trofozoito principalmente por endocitosis dependiente de clatrina 

y probablemente la incapacidad de inhibir la via por completo se debe a que 

holoTf puede ingresar también a la célula por otra vía, como por ejemplo fase 

fluida , aunque en menor proporción. Estos resultados concuerdan con lo 

reportado recientemente para la internalización de holoTf por esta segunda vía 

en E. histolytica (Welter et al. , 2006). 

No es excepcional que holoTf entre a través de varias vías, esta 

situación también se ha observado en hepatocitos de rata, donde se encontró 

una vía dependiente y otra independiente de receptor (Quian y Tang, 1995; 

Richardson y Ponka, 1997). Además, E. histolytica es un protozoario parásito 

que requiere más de 40 IJM de hierro (Serrano-Luna et al. , 1998b), para poder 

desarrollarse en los cultivos in vitro y, seguramente, requiere también una gran 

cantidad de hierro para su multíplicación in vivo, por lo que el tener varias vías 

de ingreso de halan a la célula le permite tener más opciones para capturar 

hierro. 

Otro inhibidor utilizado fue la sacarosa, carbohidrato que evita el 

proceso de endocitosis a través de vesículas de clatrina y que se ha utilizado 

para estudiar la endocitosis mediada por receptor (Daukas y Zigmond, 1985) y 

la formación de la vesícula cubierta de clatrina (Heuser y Anderson, 1989). En 

los trofozoitos, la sacarosa inhibió la entrada de holoTf aproxímadamente en 

85% (Fig. 2.). Este resultado indica que holoTf ingresa principalmente a través 

de la unión a un receptor y confirma que es mediante vesículas cubiertas de 

clatrina. 

La endocitosis de halan disminuyó en un 87% en amibas tratadas con 

citocalasina D. En los procesos de endocitosis los microfilamentos de actína 
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son de crucial importancia para la formación y el movimiento de las vesículas. 

La conexión entre la endocitosis mediada por receptor y el citoesqueleto de 

actina durante la formación y despegado de la membrana plasmática de las 

vesículas recién formadas está muy documentada en otras células (Neuhaus et 

al. , 2002; Qualmann et al. , 2000; Slepnev y de Camilli, 2000). En E. histolytica 

la actina se ha relacionado con los procesos de fagocitosis (Marion et al. , 

2005), endocitosis en fase fluida (Sahoo et al. , 2004), exocitosis (Ravdin et al. , 

1988), eritrofagocitosis (de la Garza et al. , 1989; Marion et al. , 2005) y 

macropinocitosis (Meza & Clarke, 2004). 

Por el contrario, los microtúbulos parecen no estar involucrados en la 

endocitosis de holo Tf en las amibas, pues ésta no se vio afectada cuando se 

incubaron en presencia de colchicina. Sin embargo, se ha encontrado que los 

microtúbulos participan en la endocitosis de holoTf en células endoteliales 

sinusoidales, en donde las vesículas dependientes de clatrina están 

organizadas por medio de los microtúbulos (Falkowska et al. , 2007). En las 

amibas se han estudiado los microtúbulos en cuanto a su participación en la 

división celular pero no se han podido relacionar en el movimiento de vesículas 

(Chávez-Munguía et al. , 2006). 

Para corroborar que clatrina está relacionada con la endocitosis de 

holoTf se usó un anticuerpo heterólogo contra clatrina, junto con holoTf-FITC, 

en microscopía confocal. Ambas, holoTf y clatrina mostraron un patrón de 

distribución similar en vesículas, co-Iocalizando a los 2 ó 3 min después de 

iniciarse la incubación con holoTf. Este resultado verifica que holoTf se 

internaliza en estructuras vesiculares cubiertas con clatrina . 

. Como sucede para otros organismos, el tráfico vesicular de proteínas 

endocitadas es crucial para la patogénesis de E. histolytica, en la digestión de 

componentes del huésped y la secreción de enzimas hidrolíticas y proteínas 

formadoras de poros (Ravdin et al . 1986; Ghosh et al. 1999). En el caso de 

holoTf, al igual que con otras proteínas con hierro, los trofozoítos podrían 

endocitarla y transportarla a través de vesículas con distinto grado de 

maduración, para finalmente degradarse en su totalidad en los lisosomas y así 

ser usada como fuente de hierro y de aminoácidos. 
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Para saber si holoTf viaja a través de endosomas y lisosomas, se 

utilizaron anticuerpos comerciales dirigidos contra proteinas marcadoras de 

vesículas en células de mamífero. El anticuerpo anti-EEA1 de humano se 

preparó contra un péptido sintético derivado de una región conservada C

terminal del antígeno 1 de endosomas tempranos; este anticuerpo detecta 

EEA1 en vesículas celulares de ser humano, ratón , hámster, perro y rata (hoja 

de datos Affinity BioReagents Cal. PA1-063A). El anticuerpo anti-MPR de 

bovino identifica al receptor de manosa-6-fosfato humano, de rata y de mono y 

se ha usado para el reconocimiento de este receptor tí pico de endosomas 

tardíos (Hoja de datos Affinily BioReagents Cato PA1-063A). Los anticuerpos 

anti-LAMP-1 se han usado para identificar esta proteína asociada a lisosomas 

en humano, ratón y rata (Hoja de datos, Pharmigen, Cal. No. 34201A). El 

anticuerpo anti-LAMP-2 de rata está dirigido contra un péptido sintético de la 

región C-terminal de la proteína (Cuervo et al. , 1998). En un trabajo previo 

nue!;/ro grupo detectó al marcador lisosomal LAMP-2 participando en la 

endocitosis de ferritina en trofozoítos de E. histolytica (López-Soto et al., 2009). 

Estos anticuerpos heterólogos reconocieron varias de las proteínas 

totales de la amiba, cuando éstas se separaron por electroforesis y se 

transfirieron a membrana de nitrocelulosa. El anticuerpo anti-EEA 1 detectó en 

E. histolytica dos bandas, una de 120 y otra de 35 kDa; en células humanas, 

reconoce una banda de aproximadamente 160 kDa . No se han reportado 

proteínas similares a EEA 1 en otros protozoarios. 

El anticuerpo anti-MPR reconoció cuatro bandas de 45, 24, 22 Y 20 

kDa en los extractos de E. histolytica. Una proteína similar a MPR se encontró 

en E. histolytica por análisís de péptidos con espectrometría de masas (O ka da 

et al. 2006). De igual manera, se han reportado varias proteínas semejantes a 

MPR en otras células eucariotas, que varían en la masa molecular desde 300 a 

46 kDa en mamíferos, aves, reptiles, anfibios, peces, moluscos, insectos y 

gusanos (Akasaki et al. 1991 ; Nadimpalli y von Figura, 2002; Amancha et al. 

2007). 

En cuanto a las proteínas LAMP, se han encontrado con masas 

moleculares desde 60 hasta 120 kDa en células de aves, anfibios y mamíferos; 

algunas de ellas presentan diferente masa molecular dependiendo del tejido en 
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el que se encuentren. Las variaciones se deben a que estas proteínas 

presentan diferentes grados de glicosilación , pues los mRNAs corresponden a 

proteínas de la misma masa molecular (Akasaki et al. 1991). Una proteína 

semejante a LAMP, denominada p67, se purificó de T. brucei (Brickman and 

Balber, 1993; 1994a; 1994b); esta proteína está relacionada con lisosomas y, 

además de que muestra una estructura muy semejante a las LAMPs de 

vertebrados (Alexander et al , 2002) y de que se encontró alrededor de holoTf 

fluorescente endocitada por el parásito (Alexander et al , 2002; Tazeh y Bangs, 

2007), la proteína p67 tiene el tamaño de la proteína desglicosilada. 

Normalmente p67 se sintetiza en el retículo endoplásmico como glicoformas 

gp100 Y gp150. Estas llegan a los compartimentos lisosomales donde ocurre la 

proteólisis generando fragmentos glicosilados gp75, gp42 Y gp32 (Alexander et 

al, 2002). 

La protelna p67 de T. cruzi muestra una identidad del 48% con la 
• 

región C-terminal de la misma proteína en T. brucei. El dominio citoplásmico de 

la región C-terminal es muy importante porque transduce las diferentes señales 

liso soma les (Alexander et al. 2002; Tazeh y Bangs, 2007). La homología 

observada entre T. cruzi y T. brucei nos llevó a utilizar a T. cruzi para 

comprobar que los anticuerpos anti-LAMP-1 y anti-LAMP-2 reconocen esas 

proteinas con masa molecular semejante. 

Cuando utilizamos estos dos anticuerpos para buscar LAMPs en T. 

cruzi y E. histolytica en inmuno-transferencia, el anti-LAMP-1 detectó cinco 

bandas de 102, 83, 57, 45 Y 34 kDa en amiba y dos bandas en T. cruzi de 57 y 

45 kDa. Con el anti-LAMP-2 se reconocieron proteínas similares excepto en las 

dos bandas más grandes y la más pequeña de amiba (57,. 45, 35 Y 20 kDa) y 

en T. cruzi reconoció sólo cuatro bandas de 75, 57, 45 Y 38 kDa. 

En T. cruzi y E. histolylica las bandas de 57, 45 Y 38 kDa pueden 

corresponder a la proteína nuclear p67 y a la glicoforma gp75 de T. brucei, 

respectivamente. Estos resultados muestran moléculas semejantes a LAMP 

presentes en E. histolylica que pueden ser similares a las de T. cruzi y que son 

reconocidas por los anticuerpos anti-LAMP. Sólo al purificar y secuenciar estas 
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proteínas se podrá definir la similitud estructural, bioquímica y funcional que 

guardan estas proteínas entre sí. 

A excepción de la MPR, las otras proteínas no se han encontrado en el 

genoma de E. hisolytica , lo que sugiere que se trata de proteínas diferentes en 

secuencía, pero que podrían ser semejantes en estructura; lo que puede 

determinar su función y con qué proteínas interacciona. La diferencía en la 

masa molecular observada en las proteínas de la vía endo-lisosomal en E. 

histolytica es algo que se presenta en todos los organismos hasta ahora 

estudiados con estas proteínas. 

Una forma de poder iniciar el estudio de la función podria ser utilizar la 

internalización de la holoTf para observar la distribución a través del tiempo de 

estas protelnas reconocidas por los anticuerpos correspondientes. Igualmente 

se podrá conocer su función a través del estudio de las mutantes dañadas en 

estas proteínas. 

Una vez que los trofozoitos entraron en contac;o con holoTf, ésta se 

observó en las estructuras de clatrina (2 min). Rápidamente se observó co

localizción (5 min) con la proteína que reconoce el anticuerpo anti-EEA 1, que 

corresponde a endosomas tempranos. Después, la holoTf podría haber perdido 

uno de los iones férricos en endosomas tempranos, los cuales tienen el pH 

adecuado para ello, y se encontró co-Iocalizando con el anti-MPR o en 

estructuras semejantes a endosomas tardíos. Finalmente, a los 30 min la Tf, 

probablemente en su forma apo y parcialmente degradada, se encontró en los 

lisosomas reconocidos por anti-LAMP-1 . Es importante hacer notar que antes y 

después de los tiempos indicados no se observó la co-Iocalización entre los 

anticuerpos y la holo Tf. 

Estos resultados colocan a holoTf en la vía endo-lisosomal, indicando 

que las amibas presentan estructuras vesiculares similares a las de las células 

superiores (Eskelinen, 2005; 2006). La endocitosis de holoTf se ha estudiado 

ampliamente en los tripanosomas africanos. En ellos se observó que Tf y las 

proteínas lisosomales co-Iocalizaron después de la separación de su receptor 

en los endosomas, donde la Tf es digerida (Alexander et al. 2002 ; Tazeh y 

Bangs 2007; Peck et al. 2008; Grab et al . 1992; Soares et al. 1992; Steverding 

et al . 1995). Quizá, el tráfico de las proteínas con hierro a través de la ruta 
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ácida es necesario para obtener el hierro y para la dieta durante la vida 

parasítica de manera que estos protozoarios utílízan el hierro y la protelna para 

sobrevívír dentro del huésped. 

Por otra parte, se purificó una de las proteínas que unen holoTf 

(EhTfbp) con masa de 95 kOa y se le identificó por espectrometrla de masas 

como la enzima glicolítica acetaldehído/alcohol deshidrogenasa2 (EhAOH2) . 

Esta es una enzima bifuncional con actividad de aldehído deshidrogenasa 

(AL OH) y alcohol deshidrogenasa (AOH); su función es convertir la glucosa a 

acetaldehído y etanol, con el piruvato y acetil-CoA como intermediarios (Yang 

et al , 1994; Bruchhaus y Tannich, 1994). Esta enzima se ha purificado y 

estudiado por varíos grupos de investigación (Bruchhaus y Tannich 1994; Yang 

et al , 1994; Flores et al , 1996; Espinosa et al , 2001 ; Ávila et al , 2002; Espinosa 

et al, 2004; Chen et al , 2004) y se ha encontrado que tiene la capacidad de 

unirse a las proteínas de la matriz extracelular y es indispensable para el 

crecimiento de la amiba (Espinosa , 2001). Interesantemente, se ha encontrado 

evidencia de su origen bacteriano como resultado de una transferencia 

horizontal del gen (Rosenthal et al , 1997; Field et al , 2000). 

A pesar de que las amibas presentan otras dos enzimas con actívidad 

de alcohol deshidrogenasa, éstas no son capaces de realizar la actividad de la 

EhAOH2. Esta enzima ejerce su actividad sobre alcoholes lineales, además de 

requerir como cofactores NAO y Fe2
+ y el tipo de enzimas al que pertenece 

forma una familia recientemente descrita como multifuncional, presente en 

bacterías Gram (-) y Gram (+) y en el protozoario parásito intestinal Giardia 

/amblia (Espinosa, 2001). 

Posiblemente por la necesídad de obtener hierro, E. histolytica 

desarrolló el uso de esta enzima para unir holoTf e internalizarla , aprovechando 

el requerimiento de hierro de la enzima. Evidencia de esto se encuentra en 

otros organismos como Staphy/ococcus aureus, Stphylococcus epidermidis 

(pancholi y Fischetti , 1992; Modun y Williams, 1999) y T. brucei (Tanaka et al 

2004), los cuales interesantemente, presentan otra enzima glicolítica para unir 

holoTf o lactoferrina (Lf) , la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPOH). 
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Los tripanosomas presentan dos isoformas de la GAPDH, una 

citoplásmica y otra presente en la membrana celular, con la capacidad, al igual 

que la EhADH2 , de unir a las proteínas de matriz extracelular, como 

fibronectina, y otras proteínas aparentemente no relacionadas con su función, 

como lisozima, miosina y actina (Pancholi y Fischetti , 1992), además de 

funcionar como receptores de holoTf o Lf (Modun y Williams, 1999). Se ha 

propuesto que la actividad de GAPDH es necesaria para liberar el hierro unido 

a holoTf por un mecanismo desconocido hasta el momento. 

Utilizando a la enzima EhADH2 purificada y anticuerpos generados 

contra ella pudimos comprobar que EhADH2 y EhTfbp son la misma proteína. 

Ambas son reconocidas por los anticuerpos anti-RTf humano y anti-EhADH2; 

además de que conservan la capacidad de unir holoTf. Este resultado lo 

confirma la observación de que al incubar las amibas en presencia del anti

EhADH2 y después con holoTf, la internalización se inhibe en gran parte. El 

anticuerpo bloquea el sitio de unión para holoTf. 

Sin embargo, este mismo anticuerpo no tiene efecto en la entrada de 

holoLf, una proteína relacionada con holoTf que se endocita por la vía de 

caveola (León-Sicairos et al 2005). Por otro lado, este anticuerpo tampoco tuvo 

efecto alguno en la falta de unión y de internalización de la Tf sin hierro (apoTf). 

La proteína amibiana de unión a holoTf mostró una alta afinidad , de 

1.81 x 10-9 M por el ligando, en el orden 1.15 nM. A 37"C la unión y endocitosis 

de holoTf fue muy rápida y continuó de esta manera hasta alcanzar la 

saturación. Sin embargo, cuando se incubaron las amibas con holoTf a 4 oC la 

endocitosis del ligando no se llevó a cabo debido a la saturación de los sitios de 

unión y a que éstos no se internalizan a baja temperatura. Este mismo 

fenómeno se ha reportado anteriormente en células de mamífero, e incluso se 

observó que la unión de holoTf es reversible a bajas temperaturas (Dautry

Varsat et al. , 1983). 

Esto confirma que la endocitosis de holoTf en E. hisolytica es un 

proceso regulado, que depende de la temperatura y de la concentración del 

ligando y también, que es continua y saturable. Sin embargo, cuando la 

endocitosis se estudió a altas concentraciones de holoTf se observó también el 

proceso de internalización independiente del receptor. Esto va de acuerdo a lo 
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reportado por Welter et al. (2006), quienes no obtienen saturación cuando usan 

concentraciones muy altas de holoTf (en el intervalo milimolar) . 

Estos resultados, junto con la alta afinidad por holoTf (1 .15 nM), 

comprueban la presencia de una proteína de unión para holoTf en este 

parásito. En bacterias, la afinidad observada por holoTf es muy baja (0.7 x 10-7 

o 4 x 10.7 M) (Pintor et al. , 1993) y en el protozoario T. cruz; la afinidad es de 

cerca de 2.8 x 10-6 M (Testa, 2002). Comparativamente, la amiba tiene una alta 

afinidad por holoTf, lo que sugiere que el parásito es muy eficiente para obtener 

el hierro de esta proteí na . 

HoloTf se interna liza en vesículas cubiertas de clatrina y es 

transportada a la ruta endolisosomal. Sin embargo, EhTfbp reconocida con el 

anticuerpo anti-EhADH2 no interaccionó con clatrina. Sólo se pudo observar al 

inicio de la intemalizaciónlaco-localizaciónentreholoTfyelanti-EhADH2.de 

manera que holoTf interacciona con su proteína de unión EhTfbp muy 

rápidamente. La relación entre EhADH2 y la unión de holoTf puede explicarse 

por su contenido de hierro, debido a que la secuencia probable de EhADH2 no 

presenta algún sitio de unión a holoTf. Cuando incubamos con apoTf, es decir, 

la forma no férrica de la Tf, no hubo interacción, como se había reportado 

anteriormente (Reyes-López, 2001). Esto indica dos cosas, primero que la 

amiba es capaz de discriminar entre holo y apoTf, probablemente a través de 

EhTfbp, la cual necesita hierro para su actividad y segundo, que holoTf 

requiere de unirse a otra proteína o receptor para entonces internalizarse en las 

vesículas cubiertas de clatrina. Este mecanismo se ha propuesto anteriormente 

para la GAPDH estafilococal que es capaz de quitar el hierro a holoTf (Modun y 

Williams, 1999). 

La fosforilaciondel receptor del Tf (RTf) en mamíferos al unir a la Tf son 

tipos específico de receptor que al unirse a su ligando, se favorece la activación 

de otras proteínas que llevan a respuestas celulares específicas que permiten 

la proliferación celular t el crecimiento (Vieira et al., 1996). 

La señalización, el metabolismo, la diferenciación, la proliferación y en 

otros procesos celulares son regulados por proteín-cinasas (PKs) (Braga y de 

Souza, 2006). 
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La fosforilación de tiresina y de histidina se ha documentado en 

protozoarios parásitos, pere no se sabe qué PK lleva a cabo esta fosforilación. 

Las PKs conocidas en protozoarios parásitos pueden agruparse en las mismas 

familias de PKs de eucariontes superiores estudiadas extensivamente. Sin 

embargo, poco se conoce acerca de su función en los parásitos pero, por la 

secuencia de cambios en 'la fosforilación de proteínas durante el ciclo de vida, 

se sugiere que estas enzimas tienen un papel importante en la virulencia, 

diferenciación y división celular (Braga y de Souza, 2006). 

En T. brucei se encontró una tirosín-cinasa involucrada en la 

proliferación o regulación de crecimiento, que puede estar actuando en la 

regulación de un factor de crecimiento y en la transducción de señales en este 

protozoario (Braga y de Souza, 2006). Varias PKs de protozoarios parásitos se 

han probado como blanco de farmacos, dado que algunos inhibidores de PKs 

han mostrado tener efectos anti-proliferativos en protozoarios. 

En Entamoeba histolytica se han reportado varias PK de la familia de 

cinasas transmembranales de gran importancia en el crecimiento y fagocitosis 

(Buss et al. , 2010). 

Debido a que holoTf puede estar presente en microdominios de la 

membrana celular recubiertos de clatrina y especializados en la concentración 

de receptores y señalización celular durante su internalización en los 

trofozoitos, decidimos estudiar si se lleva a cabo la fosforilación del receptor 

durante la interacción de las amibas con holoTf: que a su vez activaría alguna 

vía de señalización como MAP-cinasas que tienen un importante papel en el 

crecimiento celular. 

La genisteína que se ha utilizado para entender el papel fisiológico de 

la fosforilación de tiresina, tuvo un efecto inhibitorio en el crecimiento y la 

proliferación a la concentración de 20 J.JM. En presencia de holon se inhibió la 

internalización hasta un 48%. Por otro lado, en las proteínas totales se observó 

que la fosforilación de EhTfbp varia con respecto al tiempo de incubación con 

holoTf. Sin embargo, en presencia de genisteína se observó la disminución de 

la fosforilación. 

La internalización de holoTf puede participar en la señalización 

intracelular puesto que se internaliza en vesiculas recubiertas de clatrina, sitios 
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de la membrana de gran importancia en la transducción de señales y EhTfbp 

fosforilada puede desencadenar una respuesta celular que se inicia con la 

internalización. 

En gran cantidad de receptores se ha reportado que la señalización 

lleva hacia la activación de MAPKlERK, ' Mitogen-activated protein cinasa" 

(Calzolari et al. , 2006) que lleva la señal de la superficie celular al núcleo y 

entre ellos la respuesta generada por el receptor de Transferrina 2, (RTf2), en 

células de mamífero. Se propone que la función de señalización la lleva a cabo 

el RTf2 específicamente, a diferencia de RTf1 que parece no generar la misma 

señal. 

Para esto, los trofozoítos de E. histolytica se incubaron a diferentes 

tiempos con holoTf y se incubaron con el anticuerpo anti-MAPK. Se pudo 

observar una banda de 42 kDa cuya intensidad varió de acuerdo al tiempo de 

incubación con hola Tf. 

Es necesario realizar más estudios para asegurar que EhTfbp se 

fosforila y para identificar a las proteinas con las que está realcionada para que 

se lleve a cabo este proceso. 

Por otro lado, debido a que se localizó el anticuerpo anti-LAMP junto 

con holoTf en lisosomas y a que éstos contienen gran cantidad de proteasas, 

decidimos utilizar el método de degradación de sustrato en gel (Serrano et al. 

1998a) para evaluar la presencia de proteasas. 

Se encontraron por lo menos cuatro bandas de degradación de holoTf 

en la proteína amibiana total y cinco en el sobrenadante del medio de cultivo, 

todas del tipo cisteín-proteasas. Será necesario demostrar la especificidad de 

estas proteasas p'or la holoTf, así como la presencia de éstas en los lisosomas 

para afirmar que holoTf es degradada en estas estructuras. Además, es 

necesario también estudiar el mecanismo de obtención del hierro intracelular 

una vez que la holoTf es internalizada y transportada en el tráfico 

endol1isosomal. 

Por último, la presencia de proteasas en el medio de cultivo puede ser 

evidencia de que E. hisfolylica tiene otro mecanismo de obtención del hierro a 

partir de holoTf, hasta ahora no descrito en este parásito. 
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En conclusión, E. histo/ytica es un protozoario parásito que presenta las 

rutas endocíticas y de tráfico vesicular típicos de células superiores, las cuales 

las usa de manera regulada para endocitar nutrientes y proteínas del huésped. 

Estos procesos los lleva a cabo ya sea con el fin de adquirir nutrientes, para la 

obtención del hierro o para otras funciones. 

La endocitosis amibiana de las moléculas del huésped con propósito de 

nutrición no se ha estudiado. El estudio de la captura y tráfico vesicular de las 

proteínas con hierro del huésped en E. histo/ytica se puede contribuir al mejor 

entendimiento de la biología celular y la fisiología del parásito. Esta información 

puede ser útil para el diseño de nuevas estrategias de ataque contra E. 

histo/ytica, bloqueando las proteínas blanco o los genes involucrados en la 

adquisición y/o el tráfico de las protelnas que contienen hierro . 

• 
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PERSPECTIVAS 

1. Estudiar el papel de la proteína acetaldehido-alcohol deshidrogenasa 

(EhADH2) en la unión de la holoTf yen la obtención del híerro. 

2. Caracterizar bioquímicamente a EhADH2 para poder conocer sus 

propiedades como receptor y su interacción directa con otras proteínas 

que contienen hierro. 

3. Continuar con el estudio de la señalización despertada por la 

endocitosis de la holoTf. 

4. Determinar el potencial antigénico de EhADH2 , probando si sueros de 

pacientes con amibiasis presentan anticuerpos contra ella, ya sea para 

poder considerar su uso dentro de una vacuna o para ser utilizada 

como blanco terapéutíco. 

5. Purificar las proteínas vesiculares de Entamoeba histolytica que 
• 

ínteraccionan con la holoTf durante su íntemalización y su 

identificación por espectrometría de masas o secuenciación. 

6. Estudiar la especificidad de las proteasas presentes, su relación en la 

obtención del hierro y la participación en la obtención del hierro 

extracelular una vez que son liberadas al medio. 
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Transferrin (TO is a hosl 9~coprolein capable 01 binding two lenic-ron ions to beco me 
holotransferrin (hobTO, which transporto iron ., lo all cell •. En/amoeba hislO/yIica is a parasitic 
protozoon able to use holoTf as asole Iron source in vi/ro. The mechanism by which this parasite 
scavenges iron from hoIoTf Is unknown. An E. his/o/yIica hoIoTf-bindng protein (EhTlbp) was 
punliOO by using an anti-human translerrin receptor (TlR) monoclonal antibody. EhTfbp was 
identilied I>t MSlMS an.~sis and database searehes as E. histolylica acetaldehyde/alcohol 
dehydrogenase-2 (EhADH2), an iron-dependent enzyme. Both EhTlbp and EhADH2 bound 
holoTI and were recognizad by the anti -hum.., TfR antibody, indicaling that they correspond lo 
the same protein. tt was found that the émoebae internaléted holoTf through clathrin~coa ted pitSt 

sU9gesling thal hoIoTf endocytosis could be important lar the parasite during coloni2ation and 
¡nvason of the intestinal mucosa and 1iver. 

Iron is a vilal clernelll lor ncarty 3D living organisms bm ir 
is bound ro prolcins 10 prevcllt tissue d.1magc by oxygen 
frec~rJdiG11 fonnation. ln mammals, iron is an enzyme 
cofactor and fonns part of haemoproteins. In additioll. 
¡ron is scquestcred by prolcins slIch as the iron~tt3nsporter 
trans(errin (TO in serum alld the iron-withholding defenee 
laclofcrrin (Lt) in mUCOS3C. Th liS, the free ionic~irQn 

(oncentralion (_ 10- 18 M) is f.u too klw 10 sustain the 
groWlh of pathogens (Bullen e/ ni., 1978). 

generally consist of tWQ iron·regu l a.h.~ outer-mcmbranc 
proteins, .onnoo ThpA and TbpB (Genco & Desai, 1996), 
and iron is removed from its rlX'cplor in an cnergy ~ 

dependent proccss. t\ tr3nsfcrrin~binding protc1n A (StbA. 
a1so known as IsdA), has bren reponed in Stnplly/ocOlr.6 
mlft'U's stmin RN6390 (MaTcsso & SchncC'\ .. ind. 2006; 
Mazmanian <1 ni., 2003; Taylor & Heinrichs, 2002). 
Homologues ofthe iY/ gene are also found in Gram~positi\'e 
b.1ciJli (Bicrnc el aL. 2004; Gal el aL, 2008; Marcsso & 
Schncewilld, 2006). Thesc palhogcns have sever.ll elaborate 
mtX'hanisms for ¡roll Sc..""quesu3rion. 

BacteriaJ palhogens have dcvcloped scvl"ral mechanisms for 
obtaining host iron; olle of mese is lhe use oí' rcccptors lha! 
can bind iron-coll13ining proleins. such as holoTf, holoLf, 
and haemogJobin, wim very high hosl speeificilY (Weinbcrg. 
2(09). In Gram~neg3livc bacteria. reccpl.ors for holoTf 

Abbrcvia1ions: Ah, antlbodf, EMOH2. Entomoebd hlSlO!Tt1CB ocetak1e
h)'de/_l deh)<lrogenase-2; EhTfbp, Enramoeba ¡;sm~ca hob Tf
blld.,g p'ateon; ECM, extracel~ ar matrix; GAPDH, gyc:er.lldeh)'de-3-
phosphate dehydrogenase; HRP. horserachsh perOlddase; hob n. 
hobfJansfern' i U, bctoferrfl¡ Tf, transfenin; TfR tfansferrin receptor: 
TRrrc, tetramettl}/frhodamine lsothiocyanate. 

040063@ 2011 SGM Pritted in Great B,ittlil 

funherrnorc. it has ~cn reported that S. aurells strain SB 
311d Stdph)'ltXtXCIH epidermidi's strain 138 urilize the cnzymc 
g1yccraldeh)'de-3-phosphate deh )'drogenasc (GAPDH) (Gap 
or Tpn) to bind holoTf (Modun & \V iDiams, 1999). 
Intcrestillg1y. the parasile T,.,ptwosomn bruce; also makes 
use of GAPDH for holoLf binding rather than fur holoTf 
binding (Tanaka ," al., 2004 . Enzymes tha. bind holoTf 
havc Ilot prc\'iously becn describt"rl in parasitic protozoa. 

lron uplake in mammalian cdls is iniliaLed by lhe binding 
ofholoTf lO me Tfll. on .he ceU surfuee. Then, via cJathrin
eoated pits, .he Tf-Tfll. complex bccomes tr.lpped wi.hin 
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rndocytie vesiclrs, wbicb are rapidly acidified, and lbe iron 
is removed from holoTf and lransported aeross Ihe 
rndosomal membrane into lhe cytosol. Apomnsferrin 
(apoT!; Tf wilhouI iron) is lhus formed and, Slill oowld lo 
lhe TiR, is sort.rd inlO exocytic vesiele, lhal tuse wilb 
the plasma membranc. The complcx is Ihm cxposed to the 
eXlraccUular pH , whcre apoT f has a very low affinity for rne 
TIR and is thus dissociated from it, rcady for anolhcr cydc 
of iron capture and endOCYlosi, (DauI')'-Varsal et al., 1983; 
Thorstensen & Romslo, 1990). 

The presence of dathrin has been demonstr31oo in severa! 
protozoa (Correa el al., 2001; Hcmandez el al, 2007; 
Morgan <1 aL, 2001; Robibaro ,1 tlL, 2001) and also in 
Emomoeoo /¡i, tolytiro (León-Sicairos et rlL, 2005; López-Soto 
ti 0/., 2009a). The gene enending !he c1alhrin prolein ha, 
bren idcnlified in me E. /'i5101)1i", genome (Loftus 
rt dI., 2005). Clathrin \'c:sides in protozoo scem lo play 3 

crucial role in the acquisition of nutricuts. HoloT{ 
cndocytosis has bren rcported as a elalhrin-indepcndent 
bUI cholcstcrol..aepcndent proccss in Tr)'ptr noscma cruzi 
(Correa tI al. 2008). J-Iowc\'cr, in its rdativcs Trypau050ma 

brucri and T?'pano,,,,"o coligo/e",. holoTf <nlcrs by 
receptor-mediated endocytosis in dathrin-co3led vesiclcs 
(Grab er 0/., 1992; Liu et al., 2000; Merschjoha nn & 
Sle,,,rding. 2006; Nalesan et aL, 2007) . Th. lran,ferrin 
binding-prolein (Tlbp) is cncodt."t1 by h\o'o e.xprcssioll-s;('c
associated genes, ESAG 6 and ESAG 7. Tlle Tt'-Ttbp eomplex 
is i11le-rnaJizoo and transportcd t.o Iysosomcs where Tf is 
proleolylieany degraded (M aier & Slcverding, 1996). 

E. bi$loJyticn causes all1oebiasis, a disease characterizro by 
dysemery and absccsscs in (he large intcstinc and IivN. 
Amoebi3.sis affects the human population workiwide, 
mainly in developing counlries. This pnrasite rcqu ires 
about 100 ~M iron for growlh; !hus i! has dcvcl0l'ed 
mcchanisms to sca\'cngc ¡ron, foc cxample thcough the 
ccmoya! of iron from Hb, holoTf, hotolf and ferr itin 
(Lcón-Sicairos t'f al., 2005; López-Soto rr al.. 2009a, ~ 
Reycs-LOpez el al., 2001; Serrallo-Lwra et 0/., 1998). 
Prcviously. \'1(' reportoo thl' det('ction of E. histolyticQ 
holoTf-binding proleins (EIITtbp) in <"lrael' from E. 
1';5,01)";(0 lcophozoites rulturoo in vi,rO; thcy \Vere dC1e(lc-d 

. using (he ami-human lrJnsferrin r("(eplor 83/25 m.Ab. This 
mAb co-Iocalized Wilb FITC-holoTf on Ihe amoeba 
membr.ne and also in lhe cyloplasrn, as observed by 
confoca! laser-scannins microscopy (Rc}'ts-López ," al., 
200 1). In Ihis work wc suggest thut E. histol)'t;cn posSC'SS('s 
al leasl l\\lO ways 10 imcrnalize holoTf: one via ,\ Sptxific 
bind ing prOle in, EhTfbp, repoctcd hecc, and anomer via a 
roccptor-independcnl proccss (\Vcller tI nI., 2006). It is 
suggested t.hat , due (O its absolulc requircment for lhe ion. 
the parasite must obtain iron through multiplc mechan
isms. Our data demonstratc ,he invol\'cmcnt of the E 
histolytica acetlldeh)ue/alcohol dehydrog"na5<.~2 (EhADH2) 
enZ}1l1C and dalhrin-roatcd \'csieles in the binding and 
inlernalization of human holoTf. To our knowledl]' ADH2 
has nO( bccn prc\iousty found to be involved in holoTf 
binding in cilhcr bacteria or protoloa. 
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METHODS 

Cuttures. Tropoozoitcs eX E. hislOlyriclJ ¡train HM .. } : lMSS wr:re 
grown aunicaUy in BI.s.-33 rntdium (Dibico) (Diamond tt cd, 
19783) sup~emente d 'With 16% (v/v) heat-inactMled bovine smun 
(Microlab) . Cultures wtn l10wn in gla!.s 50ew-ap tubes at 3' · C (or 
48 h .lOO iO('Ubaled (or 6 hin medium without Sltrum bt.,re $larting 
lhe exp«immts, Tube5 wtl't placcd in an iu bath for 10 mio and the 
amoeb~ wert h3orvestoo b)' ctntrifuption at 500 g br 5 mio 30nd 
wuhed once wi lh PBS. Iron-satwaud human frans~rrin was 
purchasf'd fiom Sigm:l ~ A1drich. Ctll viability was detennined by me 
o:du.sion ortrypan ~ blue d~ by Ih 'e a!tls when obr.rtved undu a light 
miao5Cope in a Ne ubauer chambet. 

Purlfication of EhT'bp by immunopreclpnatlon with an aotl
human TtR mAb. Amoeb-ae wert Auspended in SO mM HEPES 
(pH 7) containing an inh ibitor rocktail (lO mM: p-h)'droqmercury. 
benzoate, 3 mM: N·e tbylmaleimide. 1 mM PMSF, 30 mM. EOTA) 
and disrupltd by f,,'e cydes of fr«zing and thawing be.,re totaJ 
proton coOCtnrration quantifK'ation (Brad(ord. 1976). Nat. 5 ~ 
anti -ooman TtR mAb H68.4 (Z)'med. caulogue no. 13-68(0) w<u 

added to SOO Jlg amoebic protein. The minure wa.s incubo.tN 
O\'emight at 4 9C, afier which 15 ).11 Sepbarose-<Oupkd protein A WAj 

added. (oIlowed by fUMer irKub9tion. 1bt prtcipitatt was wa.shed 
wilh a buffer contaíning so mM Tri.~a (pH 7.5), 1.50 mM 300. 
l 1Mt NP-40 and 0.5%.sodium deo>'l'moble (SD), and me inhibitor ~ 

cocktaIl. cmlrifuged fin 20 s al 12000 g) 40d wdled again wilh the 
abovt bufftr . 1t was then centrifugtd and washtd again with me same 
buffer hut \\-;thout 1\'30. <tntrífuged. boikd for S min with 5% 
p-merc.aptoethanol and separated by IOctb SDS· PAGE.. ~ ~ 

To ten v.flether tbe precipítaIed EhTíbp w,u stil l ah l ~ to bind boloT! ~ ~ 
it wa.s dcctro -traoskrred ( 1.5 h. 400 OlA) lO a nitroceUulose :r: E 
membrant (To\"bin et aL. 1979), whicb was bIocke:d for 1 h w¡lh - ....... 
5% non ~ fat milk in .'BS Wilh 0.05 % 1'ween 20 (pl-t 7.4). incubated 6 &. 
ol:emight at 4 ~ C ",ith 11 5 nM HRP- hoIoTf and wasbed twiee wil h c, ~ 

PUS. T be reaction waJi deta::ted either wilh 3,3 ' ~ d ia m i noben1idine ,:r t"'P"l 
and H!Olor by chcmiluminescence. ;~ 

....,,~ 

Mus spectrometry. 'lb ídentify lhe amoebic protan that W'olS able O~ 
10 bind holoTI and could be r«ogni1.td b)' lhe and -human TfR. me _C:; 
b.lnd ob~intd Wai exci.std from the gel and digested in siru with(i;)1r'rI 
uypsin. l ht digestion pro<lueLS were en racttd from tbe gd 6'agmen ~ 
aOO analysed hy MSlMS in Qrrap 3200 equipnmt. ~ ¡ 

~ Cross-reactlon between EhTfbp and EhADH2. E/¡ADH2 was 
purifaed and a rabhit amLc¡erum was prtpared agaimt mt 95 leDa ~ 
protein band tXci.~ed n-om lbe! gd (Avila t.1 al., 2002). To dt.termine ce:; 
'whether tht. purifled EIIADH2 and the immunoprecip itatÑ thTfbp -== 
~re the .same protein, they were stparated hy 10 % SDS-PAGE and 
lra nsrerl'td to a nitrocell uiose membr-ane b1l)Ckai whh P'BS-T- milk 
br 1 b 2t room tempenuure -(RT). EliTfbp and EhAOH2 proteins 
wert incubated twtrnight at .. ce wilh anli ~ J:iIADH2 Ah (1 : 1(00) 
and 3ontf-hU011ll TER H6íJ.4 mAh ( 1: 1 00). TOIal aO'W)ebic prot:e in, 
molecular m iSS markers (Bio-Rad) and a purified non-rebted prOlón 
of Giardja lamblkl were used as contra& Stcondary HRP-4lnti .rabbil 
and H"RP- antJ..mowe Ahs wert lhen added and incubatC!d for 2 h al 
RT. Tht ruedon was det«ted by chentílumintsctnce. 

The cross-reacríon bl:lween EhADH2 and EHrfbp was also studied b)' 
20 W1 ekctrophorrsis. EllADH2 w.u first I'tmlvtd by lEY in a pH 9 
SlriPt using the WG-- Phor S)'$tml (Invittogen). lhe 2D dectrophor
ests w.u peri)rmai using 10 % SOs..PAGE. The gel W.l.S trarufnud to 
a nitroceUulme membrant and incubattd with the anti-hum.lo TtR 
m.o\ b ( 1: 1000) ~ ' emighl at 4 ~ c. The mem.brane w,u: walhed and 
incubatcd fin 1: h at RT with a secondary .lnti-mous.t Ah, and the 
ruetion was ftvtaltd by chan.i1uminescence. 
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ParUcipatlon o, EhADH2 In the hobTt blndlng/lnternalizatfon 

Confocal mkroscopy. Amocbac (lO") Wtr~ incubattd in 30 mi n at 
31 · C witb anti·EMOH2 Ah (1: l OO)! w a..vu~ d and then lnwbaud 
with FlTC-holoTf (115 nM)foc 1,2, S, lO, 15, 20 O< 30 mm. Na!. 
they were fiud (or 30 mio with 2 % paraformaldehyde and inaJbated 
with trtramtthyhbodamine isoth¡oc)'anate (TRITO-#llti*rahbit Ah 
for 1 h. The same crpa-iment was ~~t td but incubarloS first wilh 
'fITC--hoIoTf and mm wilh anti-EhADH 2 Ab. Santples Wt'ft 

mounttd in Vecwhídd rntdium 00 gws slides and enmined with 
a 1..«a TCS-SV2 confocal Jaser-scmning microscope. obSt'rving 
bf1Wetn 10 and ID optical s«tions (rom ach cell. 

Flow cytometry. Amoebae: (2 x lo' ) were iocubated al 37 oC 
(allowing holoTf binding and endocytogs lO take pbce) or 4 "'c 
(avoiding cndoc)'t(l\is) with 11 S nM Jln'c,..holoTffor 0.5. 1,5 .. 1St 30. 
4S or 60 mino Afier incuMlion, each sam pl e wao¡ .... 'i1shed twice, fixed t 

wLdled 2g3.in 10d suspended in SOO lil ras for .$(anning in a FACSort 
f\ow qtomtttr (Bccton Dickinson). 

To Sludy the eff«t of hok»Tf concmtra.tion 00 iu inttmalization. 
a moe:bae wtre incubat~ with difftl'tnt conccntrations of FrrC
holoTf(US fM- II S 11M) fOl' 30 min al 37 ~ C or at 4 "e They w!'te 
then trtat~ foc sc-anning in me ft~ C)1ometet. 

To dettrmine whethtr EhADH2 pardcipales in me bin<iog of holoTf 
to the «11. tropho'ZOiu cu ltures wtre adjwted l O 106" cells ml- I in PBS 
containing difftrmt diluoons of the anti- EIIAD H2 Ab (1 : l . 1: lO. 
1 , lOO, and 1: 1000) and Inrubated foc 15 min al 37 ·C. FrrC-holoTf 
(l IS nM ) wu added lO each tuh! and inc ubated for adlitM>nal 
15 mino The amotbtt wert wa.shed. ftXtd and lhen suspenda! in 
500 ~I V8S i>r .scanning in the flow C)10meter. T he fluorescmcc dala 
obtllined were compared with those oft6t..'I ming FffC-apoT(iron
lacking TI) and wit h 1:I'fC-holoLf. 

Locallzatlon o, clathrln, EhADH2 and hok)Tf In E. hlstolytlcB. 
Trophozoite cu lt ur~ (2)( lOS « lis) were inc ubated for O. 2. S, 10, 1 S 
or 30 min with l-1TC-holoTf (1.15 11<\1 ) in medium wlthoul se·rum. 
Samples "'ere faxed. ptrmtabilized (0.5% 'friton X- lOO, 10 min), 
and incubaud (01 1 h a l 37 "e wilb an anti ... bovine brain 
clatbrin Ab (Sigma. CH. no. 0034. 1 :50). Then, T RI TC-anti ~ 

rabbit IgG was added .tnd incubatE'd fo r 2 h. Samples wer~ washed 
and uamined by confocal microscop)' . .'\ negat ive control with 
onl)' {he strond.uy Ah \\~ inc1uded 10 test {he . ~p«ific i ty of (he 

re~ction. 

A similar experíment \nS perrormtd using anti - EltADH2 Ab (O 

observe EIIAD H2 a1ong!Kle cbthrin during baloTf internalization. In 
addition. the anti human Tf){ Ab was use:d in ,ells i",u~ t ed with 
holoTf and .stained fOC' dalhrin . . 

EHect o, endocytosis Inhibitors on holoTt internalization. Fírst. 
(he nuximal concentratio n of inhibíto r that \rould nQt aff«t (eU 
viability Wa.5 detemüned. Amoebat (lo') were inrubated for 30 min 
al)7 (OC with the foUo\\ing Inbibitors: 1- 10 % sucrose: 0.5-100 m..\1 
chloroquine di phosphate; 0.1- 10 tt'M fi li pi n; 1- 2 ~1 cokh icine; 
10 ttM C)1ochalasin D; and 50-300 ~M wortmannin. Frt.sh medium 
coouining l.l5 pM "'TC-holoTf .a1ong with the inhibítor 10 be 
teSled Wit'I added, and (he amoebae wtre ínrubated for M\Olher 
30 min. ThesampleJ \","~ tind. washed and prepared forscanning by 
flow cytommy. 

For conixal m iaoscopy lhe same trtatmenl wa.'I ernployed but with 
me amomae being pbced onto glass slides and :lIlowt'd lO adhere at 
37 · C for IS min before treatment with ínhi bitors and HrC- hoIoTf. 
Tbe samples ""e~ then 6xtd. washed md prepared with Vectashiekl. 
8etwetn ten and twmty optical s«rioos ....-ere observed from rach 
ceno 
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E. tistolj6ca ADH2 and lransfeITin endocytosis 

RESULlS 

Purilication 01 EhTfbp and its idenlilication by 
mass spectrometry 

A polypcptide of 95 kDa ",as me ma;n protcin precipitated 
from amoeba C>.1.ractswith the anti-Tm H68.4 mAb (Fig. la, 
lane 1); this polypeptide was still able to bind HRP--holoTf 
(Fig. la, lane 2). When the polypcpride was analysed 
by MSlMS, and after ",.rching in public databases with 
PrOleinPilot software, [wo peplides, TRNPIVI'SFH PSAl.K 
.nd KIFIVSDltM, wcrc identified ",i lh 99 % confidence in 
two indepelldent expcrimellts. Th. two pepúdes bclong to 
EIL>\DH2 (ADH2_ENTIII wim aeeession numoor Q2<\803) 
previously described by Yang er al., ( 1994), Bruchhaus & 
Tannich, ( 1994) and Avila el al., (2002 ). 

Cross-reaction between EhTfbp and EhADH2 

Sinee Ihe MS analy= of E},Tfbp revcaled a high identity Wilh 
Elu\ DH2, the laller prOlein was purified and an anti
Et.ADH2 Ab \Vas used lo find oul whethcr EIITlb p and 
EIu\DH2 are relaled. 80lh proleins sIlowed Ihe same 
molecular mass by SDS-PAGE (Fig. 1:1, lanes 1 and 4, 
rcsp«lively) and \Vere rccognized by lhe anti -EIoADH2 Ab 
(Fig. la, tanes 3 and.s, rcspectively). EMDH2 was .Iso 
rccogniZc'<l by lhe ano-human TtR mAb (Fig. l a, lane 6). To 
crtermine whethcr othcr non-rcl:ltoo proteins are dctcctcd. by 
lhese 3l11ihodics, amoehic lotal protein emaCls (Fig. 1 a, lane 
7), \Vere .nalysed. A main band of95 kD. \Vas recognized by 
lhe .nl~EhA DH 2 Ab and the anli-hlU113n TfR mAb. and il 
also hound biolUl)lated holoTf (Fig. la, tancs 8, 9 and l O, 
rcspccti,·e1y), which was observed by using lhe purifled 
protC'ins. A protein fro m Giardia Illmblitl that is not involvcd 
in Tf illlernali7.atioll (Fig. la, I.nes 11 .nd 12) .nd nOIl
related molecular mass ma rker prOleins (Fig. 1.,lanes 13-1 S) 
were usro as controls; none oflhcm were recognizcd by Lhe 
ami-humall TfR mAb (f ig. la, talles 12-15). Thcse rcsuhs 
,uggcsl Ih31 li/¡Tfbp .Ild EllADH2 are either simil.r or 
stl'Ongty relaloo. \Vhcn tropho7Ditl'S were incubatoo wilhout 
¡ron 01' in the prescnce ofholoTf, d): 95 kDa pmtcin was still 
observoo and in a similar quantity. sUf8csting constitutivc 
exprcssion of E/¡Tfl,p (dala not sIlown). 

To rule out any non-specific signal during 1 D gel 
dcctrophorcsis, :ln IEF expcrimelll was pcrformcd with 
lhe puritied Elu\DH2. Three differelll isofomlS wilh p Is of 
6.6,6.52 3l1d 632 were obtained (Fig. lb, 1), \ hich \Vere 
rccognized by the ami-TfR mAb (Fig. l b, 11) . Tho lhird 
isoform displayed a highcr aftinily lO the ami-TfR mAb 
lhan lhe olhers. This rcsull is consistellt ",ilb lbe rcsults of 
rhe prt"\'ious cross-reacnons, suggcsting thal the protcins 
are either Ihe 5amc or 31 IcaSl sharc high simiJarity. 

EhADH2 is involved in the binding/internalization 
01 human holoTf by E. histo/yUca 

Conlocal m icroscopy. T he Elu\ DH 2 prolein ",as localized 
by using the ant i-EhADH:! Ab. In pcrmeabilized amoroac, 
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Flg. 1. (a) Cross' reac'i>n between EhTfbp and EhADH2. Lanes t -3: EhTfbp, 95 ioDa p o~pep'ide irnm..,oprecipitated by 
U009 an antr-hum:m TfR mAb. 1, Coomassie blue slainng; 2, overiay with HRP- holoTf: 3, W estem bbt with ant¡"EhADH2 Ab. 
Lanas 4-6: purified EhAOH2. 4, Coomassis blue staning; 5, Westem blol with anti -EhADH2 Ah; 6, Westem blot with anti
htma.n TfR mAb. Lanes 7- 10: E. histolytica total protein 7, Coomassie blue staining ; 8, W estem blol Wlh arti-EhAOH2 Ab; 9 . 
Western bici with anti ..... uman TfR mAb; lO, cwwy with biotinylaled holoTf. Lanas 11 and 12: a non-related proleio purified 
from Giardia lamblia. 11, Coomassie blue stainng; 12, Westem ~ot wilh onu-huna n TfR mAb. Lares 13-15: moIeOJlar mass 

markers (MMM). 13, Coomassie blIe stai1ing; 14, Westem blol with antH"lJman TfR mAb; 15, Westem bIot with anti-EhAOH2 
Ab. lanes 16...,d 17: Wcstem bIot of E.. histolytica tota l prolein only with the secondary Ab. 16, HRP- anti-mouse 19G; 17, 
HRP- antmbbit IgG. (b) 20 gel eloctrophoresis 01 EhADH2. O) EhAOH2 isolonns stoined w~ h Coomassie blue after being 
separated in tho fis! dimoosion by IEF (pH 6- 9) and in the second dmension by 10% S05-PAGE. (U) Proteins wcre 

transfm-ed lo a nilrocoluose membrana and ncubated with anti·ht.m3n TfR mAb. Thay were !hen incwated with a socordary 
HRP- anlr-mouse Ab and revooJed by chemih .. minosoence. 

• 

EJu\DI-I2 was shown to bé." dislribuloo in the ccU membrane 
and in !he cytoplasm (Fig. 20, r""), as \Vas repon"" by 
Flores er al., ( 1996) and Avila er al., (2002). In non
perllleabilized amoebac, Ehl\.DH2 was observcd lO be 
bound out)' on the ccll mcmbranc (FiS' 2b). To determine 
whclher EJu\DH2: panicipares in the bindinglinrcrnalil..a
(ion of holoTf. amoebae werC' incubated wilh or ",·;thout 
anli·EhADH1 Ah in lhe prcscnce of FITC~ holoTf, and 
obscrved ovcr time. Fig. 2(c) mo\Vs holoTf in vesides 
(grecn). When amoebae werc tirst incuhatcd \Virh anli
Elu\DJ-I2 Ab ( Fig. 2d), ,he holoTf internali,a'ion and Ab 
recognition \'las diminished, dc monnratro by fe,", gn--en 
vesicle5 and a very 10w roo signal, respectivcly. This co
localizalion was probably du~ 10 a 5mall fraction of holoTf 
shR bcing bound 'o EltADrt2 (Fig. 2d). Thi< r",u1l suggcslS 
,ha, the anti·EMDJ-I2 Ab blocked lhe bindinglinternaUza· 
tion oí holoTf. Intercslingly. under these conditions, a 
small alllount of holoTf seemed lo diffuse ¡mo (he 
c)1oplasm. su~stins thal il was int~rnalizoo independent 
of a binding prolcin, 'perho.ps by Ouid-phase tndoCYlosis. A 
similar blocking of intcrnalization was observoo when 
31l10eOOe were incubalcd wilh HTC--hoJoTf and men with 
anli-E/IADH2 Ab ( nol shown). I-Iowe"er, whcn amoroae 
\Vete incuhatoo with anli-human TfR mAb and ,hen with 
holoTf: the blocking etfea ",as nol obscryoo (nol shown). 
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lmportant ly, FITC-apoTf \'laS neither bound nor inu~r

naliz"" by amoebae wi,hollt (Fig. 2e) or wi,h (Pig. 2f) anti
EMDH2 Ab, sugges'ing Iha, ,he pr=ncc of iron is 
nccessary for Ihi5 intcraction. 

FJow cytometry. J-Iolon bindingl intemalization in E. 
¡'i"o~,ti(a \Vas ovaluat"" b), in(ubation wi,h F1TC-h%Tf 
al 37 and 4 "C (Fig. 3.). A' 37 ' c, amo..--bae show"" r.pid 

. and continued endocytosis of holoTf, and by - 15 min of 
incubation saturation Icvels ",ere rrochoo. Al ti oc, hm..,'CVcr, 
vcry low tluorescence was detectoo al all St.1ges ofincubation 
due to the lack of il1tC'malizatioll. This impJics that entry 
of holoTf 1S regulated and, al tempcratures allowing 
internollization, e\'entually limiroo by rhe presence of ;\ 
Tlbp 00 the ccU surface. rathcr than bcing int.emalized 
passively or vía an alternative mechanism. 

Effect 01 holoTf concenlralion on its binding/ 
intemalization 

Amoroae were iucubated with differcnt conccntrations of 
F1TC·holoTf 'o ""alu.te ,h" crfcel on holoTf bindingl 
internalizatioll. At 37 <:C, holoTf was regularly intcrnaJized 
up lO 11.5 nM, at which poinl the amoebae achicvoo 
saturJ.tion; howcver. al 4 "e ,he holoTf imcrnalil.ation was 
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Fíg. 2. lmmunotx:aIiza~on 01 EhADH2 by confocal micro8copy. 
Amoeb ... were in",bated with ..,¡j-EhAIlH2 Ab. (a) Permeabifi2Bd 
and (b) non-panneabiized amoebao. (e) Amoeb .. incubalod wifl 
ATC-hobTI. (d) Amoebao ¡'cWaled with artj-EhAIlH2 Ab and 
thon with ATe-hoIoTl. (o) Amoeboo iocuboIed with me-opoTl. 
(1) AmoebIMI incWated wlh anli·EhADH2 Ab ond than with me
opo11. Troplwolo. wore fixed ond inc<bated with TRITc-..n ~ 

rabbit 19G. 

reduced '00 satuf.tion of the cell-mcmhrane biOOing sites 
w'"' reached .1 vcry 1"", boloTf conccolrJtion (Fig. 3b). 
Furthermore, at higher holoTf concentrations, inter.w;za
non .seems to be indepcndcm of a Tfbp bccause no 
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saluration effca was ohserved at <ither temperatwe (not 
sbown). 

To determine me prcsence of a Tfbp, boloTf bindingl 
internalization .. as quanlified in troph01.Oitcs incubated 
with different di lu tions of lU.li-EJtADH2 Ab .nd !heo ",ith 
F1TC-holoTf (Fig. 4). The fluorescente ohtained was 
compared with !hat of FITG-apoTf and with FITe.. 
holoLf (a protein ma! E. Irislol}'lim binds and intcrnalizes 
by a 6Upin·inhibilable m«han;'m) (tron- icairos el al., 
20(5). The anti-EJ.ADH2 Ab blocked the holoTf binding/ 
il1ternatizalion, confinning thal this cnzymc participates 
spcci6caDy in holoTf recognilion. In conlrast, holoLf 
inlcrnaUzation ",as not inhi~iled by me anti-EIu\DH2 
Ab, Nen al high COIICClltr,tion ( 1: I dilulion). In additiOl', 
apoTf showed almost no binding to !he amocbae, 
suggesting Ihat iron is a requisite for the binding process; 
mis vcrifics me result, oblained by con focal microscopy. 

Clathrln partlclpates In the Intemallzatlon 01 
holoTl by E. histo/ytjca 

To 6nd OUI .. hethcr !he prolein dathrin is i",""ved in 
holoTf intcrnaliz.ation in E. hi$lolytica, we used an anti· 
bovino brain c!ath,in Ab. Thi. Ab rocognized damrin 
v<Sicles main ly o n rhe ceB-surface membrJJIC (Fig. 5b, red) . 
Al the beginning of Ihe hdoTf entry process, FITe..holoTf 
(Fig. Se, greco) co-locaJized with clathrin-coatcd " <Sides 

· ig. Sd, yeDow). Afier Iooser periods oftime (15-45 min), 
holoTf and elathrin "'ere found 10 be separately localized 
(nO! sbown). To test Ihe specificily of me reaction, a 
negative control with on\y lhe secondary Ab was induded 
(nO! sbown). This resull suggCSls lha! holoTf is endocy
lOscd via. dathrin...:oatcd pits.. 

To investigate whemer E).ADH2 inler.eI. wi'" da"'rin 
vcsicles, Ihe amOl."''''' were incuhated wim non-!ab..iJed 
holoTf for 2 min at 37 T. fixed alld treated wim 
anti-EJ.ADH 2 Ab (Fig. 5e, red) aOO .ftcr Ihal wi'" the 
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Rsa. 3. Binding ard intemaliza~on of hoIoTf reaches satUllbon, and is temperatura. 1~ and concertration-dependent in E. 
htstoIytica. Amoebae (2xl o" ce'o) ""18 in",bated wilh mC- hoIoTl (11 5 nf.\) lo< ft. indicated tmos (a) and wifl !he 
indicated _t""ion 01 m G-holoTf (b). Thay woro thon hod, woshed, and analyaod by low qtometry. 
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3l1ti-dalhrin Ab (Fig. Sf. green). \Ve did nol obsen'c co
localizalíon of damrin and the cllzymCí while EhADH2 WilS 
obseryed on the cytoplasmic Illembranc, dathrin was 
diSlribuled throughout the cytoplasm. 

Inhibitors 01 clathñn-coated vesicle endocytosis 
block the internalization 01 holoTl 

Thc inhibitor WOrlmannin affectcd holoTf cndoc)1osis 
consider.lbly (91 % inhibitioll ) (Pig. 6.. V). Specific 
inhibilors of datbrin-dcpcndcnt cndocytosis. dlloroquine 
alld suero.., (Fig. OO. 11 and IV. rcspecti\'cly). blocked the 
enuy ofholoTfinlo the amocl:>ae by 8O-S5 %. 111 comrasl, 
filipi n (Fig. 00, \<1) did nol .rfect Tf imcmalizalion. 
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FIg. 4. Effect 01 on'-EhADH2 Ab on the 
bindilg/ntemalizotion of hOOTf. Amoebae 

were inc:ubated with arii-EhAOH2 Ab for 
15 mi n ond then wilh ATG-holoTf (hTQ. 
ATG-apoTf (aTI) or ATC- holoLf (Ii.Q for 
15 min. At..Orescence was then quartified by 
flow cyton-elry. • P "O.OO I ; •• P"O.0 5, 

compared with hoIo Tf. 

C)1ochalasin D, which nffccts the intcgrity of Ihe actin 
cyloskclcron, inhibiícd Ihe holoTf cndoq'(osis by 85 % 
(Fig. 611). HO\"Vcver, colchicinc had 3 minor cifecl 00 % 
inhibil.ion). Thes" resuns indiGne Ihat one mule of accC'ss 
for holoTf is dathrin· and actin-drpcndcnt. Thercfore. this 
parasitc inaC .. 1SCS its abiliry 10 cndocytose holoTf by 
constil U1ivcly cxpressing clalhrill in coalcd pils. 

DISCUSSION 

E. histol,'r"icn tmphozoites depcnd on host iron for thcir 
grO\'r'lh. Givcll me d iv e~e habitals it occupies in lhe human 
body during the course of infection, il would be 

Fig. S. Participation of elothm in hoIoTf 

endocytosis in E. histolyrica. Amocbae were 
ncubated wilh 1.15 fJM ATC-haloTf for dil
fereri: tines. Samplas were ncubrued w;th 8 

rubbi antHxMne brain dathrin 8ri:ibody and 
Ihen TRrrG-orti ·rabbil 19G was added. (e,) 
Differontial interlerence contmst miaoscopy 

(Nomar.~) 01 amoebae. (b) Amoebae wilh 
anti-elathm Ab. (e) Amoebae wilh mc
roloTf. (d) CcHocaIization of both anti--dathrin 
Ab and ATG-holoTf (yellow) ot 1 min of 
ncubation (e) Amoebae w;th anli-EhAOH2 

Ab. (1) Amoeboo wilh anli-EhADH2 NJ and 
anti-<:Iathm Ab. 
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(a) Nomarskl FITC-holoTransferrin Chloroquine 

(b) Suerosa Wortmannin Filipin 

advantageous ror the parasite 10 possess several Illcchan
isms that can acquire iron from multiplc SOUf(Cs., induding 
holoTf. Th~ physiological role ofTf-iron in G010cbiaSls has 
nOl )'ct bren elucidatcd. PnlienlS suffering hcpatic abscC'Sscs 
show low"Cr ¡ron leo.'ds and a 100~r perct"nt3gc of Tf 
s31uration in scnlm than hC'3lthy controls. Thus. Ihe hOSl 
reacts by inducing a hypoferrhac'Illíc stalc. a protlXlive 
rt5ponsc simitar lo Ihat of bacterial infedions (Diamond 
el nI .• I 978b). f"Or amoebae, holoTf could be important 
during ¡he invasi\'C' process bl.."Cluse this parasitC' crosses ¡he 
naturn! barrias of the imes!ine and spreads into other 
or{tilns via lhe blood \'csscls. 

\Ve.prc\'iously reported an amoebic protein recognizoo by 
.ho anti-human TfR O1Ab B3/2S, which ",as proparN 
against me TfR cxtracdlular n'sion (Reycs-lólX'z d al., 
2001). This mAb was discontinued by me supplier, so the 
1i68.4 mi\b. which recognizcs T!R C)'l'Oplasmic residues. 
",as uscd instcad. This mAb dClectcd a 96 kDa proteln in 
.he amocbae .ha. binds holoTf. The EIITtbp was "urificd 
and idenlified by mass spcctrometry as EhAOI-l2. Given 
that two EhTtbp peptides were 99 % idenricnl to EhADH2 
(rcsults wece obtaincd in two ¡ndependent cxperiments), 
and Ihat thcJC is no significant similarity betwcen Ihe 
ElIAOH2 amino acid scqucnce ;lnd Ihal prcdictcd for rhe 
human TfR sile, rccognition by the ami-Tm. mAb could 
only be explruncd by certain structural similarities. 

h ttp://mic..sgmjo ... na Is.ofg 

E. ¡,;."o/&'c3 AOH2 and lransferm endocytosis 

Fig. 6. Effect of erdocytosis inhbitors 00 

hoIo Tf intemaJization. Amoebae (t Oe cels) 
were inclbated wilh imibitors and then with 
1.15 ¡>M RTC- hobTf plus imibi'ors; Ihay 
'Wt3re then prepared lor both confocal miao
scopy and flow cybnetry. (a) ConJocal micro
scopy. I and 11, ~o T f withOti ilhbitors; 111, 
50 mM chlonxiune; IV, 5 % SlC"rose; V, 

50 ¡>M wortmamin; VI, 1 O 11M fil"". TIla same 
roncentralion 01 imibitors was used for both 
confocaJ microscopy ond flow cytometry anal· 
ys;, (b). 

lOe gro\\>1h and survi\'aJ of E lIütol,.t;cn Iroph07.oitcs 
d"l"'nd absolulCly on EMDH2; i. is uscd by amoebae '0 
otxain cnergy through glucosc fcrmcntalion and conv.:rlS 
occtyl-CoA into e.hallol. f/IADH2 has bcen purified and 
sl udioo by sC'\'Crat groups (A\'i la tt (lJ., 2002; Bruchh:lUs & 
Tannich, 1994; Chcn el ni., 20Q.1¡ Espinosa el ni., 2001, 
2004, 2009; Aort~ el al.. 1996; Yang "nI., 1994) and has 
the ability 10 bind lo C'xtraccllular matrix (ECr ... 1) protC'ins. 
Intercstingly. ir is a (ypical cyloplasmic enzymc. abhough il 
is also found in the ,ell memb ... Jlle. Due to its requirement 
for iron, ir has becn proposcd mal ¡mn chcla[Qrs could be 
uscd as ami·amocbics (Espinosa el aL. 2009). 

EhADH2 sha res a striking sequcnce similaril)' \\'ith scvcral 
acetaldohydc dchydrogena se (AD li) enzymcs of pmkary
olie origin that posscss both ADH and alcohol dehy· 
drogcnase (ALOH) activitics, such as the CJoslfiditml 
"celobu.)'li"",/ alcohollaldchyde dohydrogenase (M D) 
and the EsdlericlJin coN and úzcto(occm latt;s AD H 
enzymcs. This similarity suggcsted an analogous functional 
organization in the amoroic enzymc (Bruchhaus & 
Tanllích, 1994) and ilS esscntial maracter was dc.mon
strated by lack of growlh in its absence as wdl as by an 
ALD H aetivity dopenden. on nn in.aet ADli activity 
(Espinosa el al. 2001). The f.tct lh:u the prcdictcd amino 
acid sequenccs of EILWH2 and E. coli ADHE are 48% 
identical (Ya ng el al., 1991), and .ha •• he EI/!\DH2 gene 
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displays a 90% AT bias in its third codon posi!ion - a 
feature mar:l(:terisric of Enrnmocoo spp. - indicales that 
uus protein mar have been dcrived from a (ommon 
proka~lic ancestor and acqu ¡red by horizontal gene 
transfe r (Andersson er al. , 2006) coupled wim vertical 
evolution (mutational r.lIe tiOO with natural selection) 
wimio Enlarnoebn spp. (Paz-y-Miño & Espinosa, 2010). 
The identification oC the EhADH2 protcin as a member of 
the ADHE-like family provides evidence for similar 
cnzymic mech:misms in (he fermcnurion pathway in Lhe 
gut inhabitoo by anarrobie prot02oa and bacteria. as was 
reponed for oth", enzymcs of the glycolytic pathway 
(Rce\'es ct al., 19n). 

In mis ",orle, we found that the EhTfbp shares "Pitopes 
wim EMDH2. In addition. EhADH2-bound holoTf and its 
thrre isoforms (which were also purificd and ide:ntificd by 
mass spcctromctty. not shown), we:re recognized by the 
anti-hwnan TfR mAb. The binding of FJrADH2 to holoTf 
(ould be explained by the iron contenl sincc lhe pf('(Hcted 
sequen~ of EhADH2 does Ilot havc a binding sÍle for 
holoTf. ApoTf was not bound by the E. Iris/Ol}1im 
trophozoitcs; this delnonsrratcs that amoroae can discrim
inate bcl'\'o1.'cn Tfs containing and not comaining iron, 
pemaps through ElrADH2, which nreds iron Cor its 
activity. In a similar way, it W'J,S suggC'Sted that the 
lIaphylococcal GAPDH participatcs in hoJoTf binding by 
removing ¡ron (Modun & \ViHiams, 19(9). In T richOllJotlllS 

vllgittllJiS GAPDH 15 uprcgulatcd in imn-deprted condi
tions (Lama et aL, 2009). suggl'Sting that ir. could utilize the 
cnzyme with the purposc of sC'<)ucstcring iron. In E. 
hj~to/ r lica, EhADH2 would be acting as a receptor for 
obtainjng ¡ron and as a binding prott1n for Ec..\« 
component$. Othcr glycolytic enZ}'llC'S have also bttn 
shown lo have sC'vcral funcliolls, such ns cnolase, which 
regulales me activity of c)'tosine 5-rncthyhransferasc 2 
(Dnmt2), an enzyme that cataly"" DNA and tRNA 
mcth)'lation in E. ¡'islOlyrim (Tovy el ni., 2010). This 
multi-functionalilY cou ld confer additional advantages for 
tissue il1\'asion. 

At 37 ·C, holoTf binding nnd. endocytosis was initiaUy 
extrcmdy fast and rcmaincd contlnllOllS until 15 min, al 
which point saturabon was reachí'd; al this tempcrature, 
amoebic cytopla.'imk-membrane molcculcs are in constant 
turoovcr, and the ncw Tfbps are .acti\'dy binding and 
endocytosing the ligand. TIlis effect, obscrvcd by confocal 
microscopy (Rcycs-López c!l aJ., 2001), suggests tha. (he 
Tlbp and an endoc)1osis mechnnism could be im'olvoo. 
in rc-gulating the uptakc and uLilization of holoTf by 
trophozoitcs. Since lhe holoTf bindinglintemalization 
'~as continuous alld also saturable, depelld~t on time, 
tcmperalure and holoTf concc.lllrntion, our results suppon 
the h)'pothesis mat the process of endocy.osis is Tfbp- or 
reccpt,or-d'"PCnJelll Howcycr, when the endocytic praccss 
"'as follo\\'oo. using highet hoJoTf conccntrations, il ",as 
also Tfbp-indcpendcnt ThL'i rcsult is in agrccmcnt with 
WdlCf el aL (2006). who did Ilot oblaio saturation when 
using concentrations of holoTf in the micromolar range. 

2.6 

This result, togcthcr with me the protcin's apparCllt high 
affini!)' for holoTf (1.81 x 10-' M), suggests mat the 
procc:ss involvcs a Ttbp in the parasite. lo addition, 
amocba. showed two affinity constants fo, holoTf ( 1.1 and 
5.7 nM), pcrhaps due to the prcS<llce of two Tfbps or a 
single protoo with two affinitics. In bacteria, thc affini~ 
for holol'f was reported.o be Iowcr (0.7 x /0-' or 4)( 10-
M) (Pintor t!f 111., 1993), and in me protozoan T. mlZi me 
affini!)' was even smalle, (about 2.8 x 10- 6 M) (Testa, 
2002) . The comparatively high affinit)' of amoebac fo, 
holoTf suggest's Ihat. the parasit.e has a grearer ability to 
bind human holoTf to obtain iron. 

Sincc al 37 cC bOlh me binding and cndoC}1osis mcchan
isms are active, wc also pcrformed incubations at 4 ·C in 
order to onJy dctcct the binding. At this low tem¡J('rature 
,here is no membrane 1urnover, ("\ten in E. histol)1;m, 

which normally has an eXlremcty active l'"ndocytic process 
(Bailcy , ,, al., 1985; GitJer & Mirelman, 1986; M<7., & 
Clarkc. 2004). Trophozoitcs showoo vcry lo"," fluorcsccnce, 
probably due to the saturation of a specific EIrTtbp. and 
bccausc lhey did not intcrnalize holoTf al " ('c. 
Whcn amoebae were inc\lbated with anti-EIu\DH2 Ah. the 
bindinglintcmali1.alion of ho!oTf \"'3S inhibited. This dIcet 
can be cxplained by the anti-ElrADli2 Ab and holoTf 
shnring a bínding sÍfe on FlITtbp. alternalively, steric 
hindrancc is aIso possiblc. This result suggC:SlS that 
ElrADH2 participates in the binding of holoTf to the <el!. 
BoloLf (a protcin tha. shares 60 % id<ntity ",ith holoTf) 
docs not sha ,e the EIrTlbp, becau..c .he anti-flrADH2 Ab 
blocked only the holoTfbinding, showing that mis CIlzymc 

binds haloTf specificalfy. Consistent with Ihis. in a 
prc\'ious study \Ve reported that hololf bindingwas not 
blocked by holoTf in 3moroac O..ron-Sicairos t't a1., 2005). 
The anti-human TfR mAb aIso did not block holaTf 
binding '0 EhTfbp. This suggcsts tha. me TfR mAb 
requires a diffcrcnt holoTf binding sitc from thal of the 
ElrTfi, l'. 

EndoC)10sis is a broadJy conscrved rncchanism in ccUs of 
higher organisll1s and protozoa (Hernandez el al. , 2007; 

Morgan et nI., 200 1; Robibaro el al., 2(01). Endocytosis of 
fcrritin through clathrin-coah."d vcsides has been dcscribcd 
in E. Iristol)1im (López-Soto " al., 2009a). Cavcolin-tikc 
protein is prcscnt in amoebae and is apparently ¡nvolved in 
holoLf endocytosis (LOOn-Sicairos fl al. 2005). Other 
prolcins implicatcd in cndocytosis. such as Rab GTPascs, 
have Decn found in amochar {Juárez elnL, 2001; Romao
Dial elll/., 2007; Tcmesvari el m., 1999; \Vcher ct' nJ., 2002}. 
As ~ · e found mat the uptakc of holoTf W3S Iikely to be 
dt.1'Cndent on a receptor, we studicd the holoTf e-ndocy
losís rncmanism by using a numbcr of inhibitors. 
\Vortmallnin. which inhibits phosphatidytinositol 3-kil1asc 
(PI3K) activity, inhibited holoTf intcrnalization by aboul 
90%. Sincc PI3K contributes 10 various endocytosis mcch
:misms in E. /¡isto/y tka, such as phagocytosis (Ghosh & 
Samuclson, 1997; Marion el n/., 2005; Nakada-Tsukui 
<1 al., 2009), pinocylOsis (Batista & de Souza, 2004) and 
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macropinoq1osis (Mezo & CI.rkc, 2004), lho high Icvd of 
inhibition observed in holoTf intemaLizalion suggesas lhat 
holo Tf could be inlernalizcd through several p'lhways. 

To lest whelhcr holoTf is cndoeytoscd \Ó ' c1.1hrin-eoolod 
vesidcs, chloroquinc, a specific inhibitor oE this kind of 
endocytosis, which prcvenls the scparation of naseent 
clathrin-coated pits frOIn thl! plasma mcmbranc~ was usoo; 
it ga"c -80% inhibition. SueroS(', ",-hich specificaDy p~
vcnts receptor-mcdiatcd uptake in pol)TI\orphonucle:u 
Icukoq1cs ( D.u\ms & Zigmond, 1985) .nd inhibits 
clathrin-coated pil formation (Heuser & Anderson, 
1989), diminishcd holoTf inlom.li"'11ion by 85% in E. 
hisloJ"t;ClI. This resuh togcther Wilh th:u of lhe wonman
nin cxpcrirncnt suggCSls th::l! haloTf Inainly cnters via lhe 
clathrin route and relies 10 a Icsser cxtcnt Oll other 
nlechanisms. Rccenlly. il was reponed lhar holoTf (ould be 
intcmalizcd by fluid-phaSl' endocylocis in E. lJistoJytiw 
(\ Vrlter i l al., 2006 . Similarly, in ral hcpatocytl's, it was 
found lh.l holoTfís cndoe)'losed by two p'lhw.ys (Qi. n & 
Tang. 1995; Rich.rdson & Ponko, 1997). 

HoloTf ondocytosis dccroased by aboul 87 % in amocha" 
lreaLed "'¡Lh C)1ochalasin D, suggcSling thar microfil::Ullents 
are ernciaUy imponant for lhe ClldOcylOSis of Lhis ligand. 
The (onncction ~tween rcc"Ptor-mcdiatcd cndocytosis 
and Ihe aelin cytoskdctol1 du~g the formalion and 
derachment of newty formcd coatcd pits fmm Lhe plasma 
membrane has been o~ef\rcd in othcr cclls (Neuhaus el al., 
2002; Qualm.nn ct 111. , 2000; Slepno\' & De Camilli, 2(00). 
In E. /Jistolytica, actin has bCt:'n implicil tcd in phagOC)1osis 
( \ 1arion ct al, 2005), Huid-phase endocytosis (Saboo el ,1/., 
200·11, vcside eXocylosis (Ravdin el al., 1988), etylhropha
gocytosis (de la G:Ula ~t aJ., 1989; Marion el al., 2005) :lnd 
ma..:ropinocylosis (Meza & Clarkc. 2004). HOWI..",\rer, micro
IUbulcs do noi sccm lo be involved in holoTf cndocyiosis 
as a high cokhicinc conccnrration had no cffect on this 
rroCC'ss. NC\'enhdess, microlubuJcs panicipate in holoTf 
endoCYlosis in liver sinusoidal endothclial cclls, in which 
clathrin-dcl,endent \'C'sicles are organi-zed by microHlbulcs 
( F.lkowsk.-Honscn el al, _007) . 

To oblain fur lher evidence for thc involvelllclll of clalhrin in 
holoT( endocytosis, a heterologous an ti-dathrin Ab was 
used. Both holoTf aud clathrin co-locaHzro at 2-3 min after 
intcrnalizaLion was stilrtoo.. lIenee, holoTf is intcmalizoo 
inside structurcs containing duth rin, ",ilich C'olll thell travel 
t.hmugh lB: endocytie roul.('. To Sl'C if E/lTlbp is inlemaHl.cd 
with holoTf as a compl.ex ¡nside lhe clathrin-structurcs, 
amocbac supplied with holoTf were inrubatcd with anej
EllADH2 and .nli..cJ.lhrin Ab~ The results ",,,,alcd lhal 
ElJTtbp did not co-locaJize with cl3thrin in amoeb3c 
incubau~d wi lh holoTf al any lime Icsted Perhaps holoTf 
imeracts rapidIy with EhTfbp bcau.sc cven aL shoner times 
lhe blocking effocl could be obSOlved. lt is also possible lh.l 
holoTfmight bind lo ElITibp and (hen lo anolhor prolein or 
rc<:eptor before bcing intcrnalizoo in d athrin-coatoo vcsid~. 

In conclusion, our findings, togClhcr wilh those reponed 
ror holoTf use in E. ¡'iSlOI)'tica, show lhe following. (1) l ron 

ht1p:llmlc.sgmjourna Is.<>rg 

E. Ii.,*tica AOH2 and transferrin endocytosis 

is important fo r amoebic gmwth and enzymk activilies in 
this parasíle. (2) Trophozoitcs bind, intemali2~ and use 
holoTf as an ¡ron soun:c but do nOl bind or intcrnalil.e 
.poTf> perhaps due lo ils I.ek of irou. (3) The EhTlbp ís 
rccognized by !wo diffe «nl . nti-hum.n T tR mAbo, lhe B3/ 
25 mAb, ","ieh form, • eomplex \\;lh holo Tf lh.! is !hen 
internaJizcd. and the H.68.4 mAb, which was obsen'Cd eo
localiziug wi!h holoTf on ly . ! the amachic surfuce. (4) The 
prolcin recognizcd by lhe H.68.4 mM correspouds !O lhe 
EllA DH2 "nzymo, which ís <SS""lial for lhe survival of 
amoroae and uses ¡ron as a (ofuctor, indispensable for 
.lruClural . nd funct.ional stobilily. (5) HoloTf ís oound 
wit-h a high affin ity by amocbae aud lhis binding is nol 
blocked by apoTf or holoU, suggesting lhe presenco of • 
specific E}¡Tfbp. (6) Amach.e Cln .Iso bind holoTf wilh 
low .Bini!)'. (7) HoloTf inlernaliz'lion L. time- , lClllpcr
ature- :lnd concC'ntrarion -depcndcnt. fiinally, (8) allhough 
fluid phasc clldocytosis may also participatc in this I'roccs.~, 
holoTf internalization is arried out mainly through the 
endocylosis al' dathrin-coated vcsiclcs. 'Ve propase mal E. 
}'i".I),ica oblains iron from holoTf lhrough • spccific .nd 
daborat.e pathway that couId involve several protcins. 
including lhe EhADH2 cnzytne, ",hieh discrimin.ics 
bcLWCCIl ferric ilnd non-fetríe T( Additionally, another 
protein could be neccssary to inlcmaliu holoT{ill ebthrin· 
(oated vcsidcs. 
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