




   
 

   
 

sobreexpresión constitutiva de TcVps32 de T. cruzi alteró la capacidad proliferativa los 

cultivos y promovió el desarrollo de fenotipos atípicos. Adicionalmente, ante la 

deleción de hélices específicas de la región C- terminal (CTR) de TcVps32, se 

evidenció el cambio de localización de la proteína y la afectación proliferativa más 

pronunciada de los cultivos. 

En base a los análisis in silico, las estructuras de TbVps32 y TcVps32 revelaron que la 

región N-terminal (NTR) se encuentra conservada. En cuanto a la región C-terminal 

(CTR), nuestros resultados nos permiten hipotetizar que esta región podría 

desempeñar un papel regulatorio de la actividad de Vps32, tal como ha sido reportado 

en otros organismos. 

En suma, proponemos que TbVps32 y TcVps32 forman parte de la vía endocítica y son 

esenciales para la supervivencia de Trypanosoma brucei y Trypanosoma cruzi. 

Palabras clave: Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi, ESCRT, Vps32, tráfico 

vesicular, endocitosis 

 





   
 

   
 

growth and promoted the development of atypical phenotypes. Removing specific C-

terminal helices of TcVps32 greatly changed the localization of protein and affected 

cell lines proliferation.  

Based on in-silico analysis, the structure of TbVps32 and TcVps32 determined that N-

terminal region (NTR) is conserved. Regarding the C-terminal region (CTR), our results 

let us hypothesize that this short region may play a general role in regulating the activity 

of this protein.   

Overall, we propose that TbVps32 and TcVps32 are both part of endocytic pathway and 

are essential for Trypanosoma brucei and Trypanosoma cruzi survival. 

Key words: Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi, ESCRT, Vps32, vesicular 

trafficking, endocytosis. 
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Las enfermedades parasitarias han sido históricamente asociadas con poblaciones 

vulnerables, de bajos ingresos o recursos limitados. Sin embargo, los patrones 

contemporáneos de movilidad humana, impulsados por la globalización, han transformado 

esta concepción. El desplazamiento de la población hacia nuevas regiones geográficas ha 

favorecido la expansión de patologías parasitarias a contextos socioeconómicos diversos. En 

consecuencia, enfermedades parasitarias exclusivas de zonas empobrecidas o determinadas 

regiones endémicas, han comenzado a surgir en otras zonas geográficas e, incluso, en países 

con mayores recursos y sistemas de salud más avanzados (Belaunzarán, 2015; Steverding, 

2020). En este escenario, es notable la gran capacidad de los parásitos para adaptarse a nuevos 

entornos y hospedadores, lo cual ha sido fundamental en su éxito evolutivo y su impacto 

sanitario. Este fenómeno es descripto muy bien por Trypanosoma cruzi y Trypanosoma brucei, 

organismos versátiles en el desarrollo de mecanismos adaptativos. Su notable plasticidad les 

ha permitido sobrevivir y prosperar en condiciones adversas, experimentando desde cambios 

en sus mecanismos de evasión inmune hasta la optimización de estrategias metabólicas y de 

transmisión (Steverding, 2020). Este fenómeno no sólo subraya la complejidad de su biología, 

sino que también plantea retos significativos en términos de prevención, diagnóstico y 

tratamiento de estas enfermedades en un mundo interconectado. Si bien estos organismos 

han sabido desarrollar varios mecanismos para mantener su homeostasis celular, en la 

presente tesis doctoral nos centraremos en uno de ellos: el transporte o tráfico vesicular. Este 

proceso conservado a lo largo de la evolución entre los eucariotas ha garantizado su 

supervivencia y proliferación, siendo fundamental tanto para el desarrollo normal de los ciclos 

de vida, la comunicación célula-célula y la infectividad. En la presente tesis, se abordará el 

estudio del transporte vesicular de ambos tripanosomátidos en el contexto de la proteína 

Vps32 (Vacuolar Protein Sorting), miembro de la maquinaria celular ESCRT (Endosomal Sorting 

Complex Required for Transport), una maquinaria altamente conservada y partícipe de 

infinidad de procesos celulares dirigidos hacia las membranas. 
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1. Enfermedad de Chagas 
 

La enfermedad de Chagas conocida como tripanosomiasis americana, es una patología 

parasitaria sistémica, crónica, transmitida por vectores y causada por el protozoo 

Trypanosoma cruzi. Esta enfermedad es endémica en países de América Latina, 

principalmente en zonas rurales, aunque la globalización ha llevado a su detección en otros 

continentes (https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/chagas-disease-(american- 

trypanosomiasis). La transmisión de la enfermedad de Chagas ocurre principalmente a través 

de la picadura de insectos triatominos infectados, tales como Triatoma infestans, aunque 

también puede ocurrir por transfusión de sangre, trasplante de órganos, de manera congénita 

y por ingestión de alimentos contaminados (Prata, 2001). La enfermedad de Chagas presenta 

dos fases: la fase aguda y la fase crónica (Belaunzarán, 2015; Prata, 2001). La fase aguda inicial 

dura aproximadamente dos meses tras la infección y aunque se observa un gran número de 

parásitos circulantes en sangre, en la mayoría de los casos no aparecen síntomas o los mismos 

son leves e inespecíficos (fiebre, dolor de cabeza, ganglios linfáticos agrandados, palidez, dolor 

muscular, dificultad para respirar, hinchazón y dolor abdominal o torácico). Con mucha menor 

frecuencia, las personas picadas por un triatomino presentan los signos iniciales visibles 

característicos, que pueden ser una lesión cutánea o una hinchazón amoratada de un párpado 

(Signo de Romaña). Durante la fase crónica, los parásitos permanecen principalmente en los 

músculos cardiaco y digestivo, por lo que los pacientes sufren trastornos cardíacos y 

alteraciones digestivas (típicamente, aumento del tamaño del esófago o del colon), 

neurológicas o mixtas (Belaunzarán, 2015; Nunes et al., 2013; Prata, 2001). Un diagnóstico 

erróneo o tardío, con un tratamiento y seguimiento inexistentes o incompletos, puede hacer 

que esta infección sea potencialmente letal. 

La enfermedad de Chagas puede tratarse con benznidazol o con nifurtimox. Ambos 

medicamentos matan el parásito y son plenamente eficaces para curar la enfermedad si se 

administran al comienzo de la fase aguda e incluso en los casos de transmisión congénita 

(Belaunzarán, 2015). Sin embargo, su eficacia disminuye cuanto más tiempo lleve una persona 

infectada sin tratamiento. En otros casos, los posibles beneficios del tratamiento a la hora de 

https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/chagas-disease-(american-trypanosomiasis)
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/chagas-disease-(american-trypanosomiasis)
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prevenir o retrasar el avance de la enfermedad de Chagas deben sopesarse frente a la 

duración del tratamiento (hasta dos meses) y las posibles reacciones adversas (Castro et al., 

2006; Jackson et al., 2010). 

A causa del gran número de animales silvestres que sirven de reservorio a este parásito, la 

infección no puede erradicarse (Nunes et al., 2013; Steverding, 2020). En vez de ello, las metas 

de salud pública consisten en la eliminación de la transmisión a humanos, el acceso temprano 

a la atención de salud y el seguimiento de por vida de las personas infectadas. No hay vacuna 

para prevenir la enfermedad, sin embargo, se están realizando avances significativos en su 

desarrollo. Actualmente, los Investigadores de la Universidad de Buenos Aires (UBA) han 

creado una vacuna nombrada Cruzivax (Pinazo et al., 2024) diseñada para ser administrada 

por vía nasal, que ha superado con éxito las pruebas preclínicas en modelos animales y ha 

demostrado ser segura y efectiva en estos estudios. Por otro lado, la Universidad Nacional de 

Rosario (UNR) ha desarrollado otra vacuna nasal contra el Chagas, que actualmente se 

encuentra en fase experimental (Pacini et al., 2024). 

2. Enfermedad del sueño 

La tripanosomiasis africana humana, conocida como la enfermedad del sueño, es causada por 

el parásito Trypanosoma brucei. Este parásito es transmitido al ser humano a través de la 

picadura de la mosca tsé-tsé (Glossina sp.) infectada con los parásitos adquiridos luego de 

picar a humanos o animales infectados. Este vector habita en el África Subsahariana, pero sólo 

ciertas especies de mosca tse-tsé son capaces de transmitir la enfermedad. La picadura de la 

mosca (infectada) provoca la aparición del llamado chancro. Dos o tres semanas después, la 

enfermedad evoluciona a un estado hemolinfático I y luego al estadio meningoencefalítico II 

(Ponte-Sucre, 2016). El estadio hemolinfático I se caracteriza por la aparición de episodios 

febriles intermitentes, adenopatías, esplenomegalia e incluso alteraciones hepáticas. El 

estadio meningoencefalítico II aparece lentamente en meses o años, dependiendo del 

tripanosoma. Los parásitos cruzan la barrera hematoencefálica para infectar el sistema 

nervioso central (SNC), causando la aparición de las manifestaciones neurológicas como 

alteración de los patrones de sueño, confusión y dificultad para coordinar. En la fase terminal 
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de la enfermedad, son comunes los trastornos de la consciencia y el desarrollo de demencia 

con incoherencia, incontinencia doble y convulsiones epilépticas. 

La Enfermedad se transmite con poca frecuencia por transfusión de sangre (Franco et al., 

2014). La enfermedad causa infertilidad y aborto espontáneo en humanos; por lo tanto, la 

transmisión por vía placentaria es incierta. La transmisión oral, sangre-sangre (p. ej., por 

contacto sexual) e iatrogénica (con agujas contaminadas) podrían tener un impacto ocasional 

(Franco et al., 2014). 

La enfermedad adopta dos formas en función de la subespecie del parásito. De esta manera, 

T. brucei gambiense, que se encuentra en 24 países de África occidental y central, representa 

en la actualidad el 92% de los casos notificados y causa una enfermedad de larga latencia y 

cronicidad (https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/trypanosomiasis-human- 

african-(sleeping-sickness) (Franco et al., 2014; Ponte-Sucre, 2016). Es por ello por lo que una 

persona puede llevar meses o incluso años infectada sin presentar signos y síntomas y cuando 

estos se manifiestan, es frecuente que la enfermedad ya esté en un estado avanzado y haya 

afectado al SNC. Por otro lado, T. brucei rhodesiense se encuentra en 13 países de África 

oriental y meridional y representa el 8% de los casos notificados provocando una enfermedad 

aguda que evoluciona rápidamente y ataca a múltiples órganos, incluido el cerebro 

(https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/trypanosomiasis-human-african-

sleeping-sickness). Esta enfermedad es zoonótica y poco frecuente; los pacientes fallecen a 

menudo en pocos meses. Lamentablemente, no existe una vacuna ni un fármaco 

recomendado para prevenir la tripanosomiasis africana (occidental u oriental) (Greca & 

Magez, 2011). La enfermedad que afecta al ganado de África recibe el nombre de nagana y 

los animales domésticos y salvajes son el principal reservorio del agente patógeno. Asimismo, 

los animales también pueden infectarse por T. b. gambiense y posiblemente servir de 

reservorio. 

El tipo de tratamiento depende de la forma y la etapa de la enfermedad. En 2019, la OMS 

publicó nuevas directrices para el tratamiento de la infección producida por T. b. gambiense 

(https://www.who.int/news/item/08-08-2019-who-publishes-new-guidelines-for-the-

http://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/trypanosomiasis-human-
http://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/trypanosomiasis-human-
https://www.who.int/news/item/08-08-2019-who-publishes-new-guidelines-for-the-treatment-of-sleeping-sickness
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treatment-of-sleeping-sickness) (WHO, 2019). Sin embargo, estos tratamientos se encuentran 

asociados con severos efectos adversos lo cual implica su evaluación previa y constituye una 

problemática a la hora de tratar a los pacientes. 

3. Los Tripanosomátidos 

3.1 Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi 

El ciclo de vida de T. cruzi, agente etiológico de la enfermedad de Chagas, presenta una 

compleja alternancia entre diferentes formas morfológicas, permitiendo su adaptación y 

supervivencia en dos ambientes distintos: el insecto vector (triatominos) y el huésped 

mamífero (Storino, 2023). Cada estadio presenta características biológicas y moleculares 

específicas para garantizarle la supervivencia, multiplicación y la consecuente transmisión 

(Souza et al., 2017; M. Vazquez, 2007). 

En primera instancia, una vez que un triatomino se alimenta de un huésped infectado, ingiere 

tripomastigotes que llegan al intestino medio del insecto. En esta región, los tripomastigotes 

se diferencian en epimastigotes, la forma replicativa que se multiplica mediante fisión binaria. 

Los epimastigotes son móviles y poseen un flagelo que facilita su desplazamiento a lo largo 

del epitelio intestinal del vector. Estas formas proliferan activamente en el intestino medio, 

incrementando la carga parasitaria en el vector. En el intestino posterior y el recto del 

triatomino, los epimastigotes sufren un proceso de diferenciación conocido como 

metaciclogénesis, generando tripomastigotes metacíclicos. Estas formas son no replicativas, 

pero altamente infectivas para el huésped mamífero. Luego de su alimentación, el insecto 

defeca cerca del sitio de la picadura. Los tripomastigotes metacíclicos son excretados con las 

heces del insecto y pueden penetrar la piel o mucosas del huésped. Al ingresar e infectar al 

huésped, los tripomastigotes metacíclicos invaden diferentes tipos de células a través de la 

formación de la vacuola parasitófora, la cual protege temporalmente al parásito del sistema 

inmune del huésped. Dentro de esta vacuola, los tripomastigotes se transforman en 

amastigotes, estadio intracelular y replicativo del parásito en el huésped mamífero. Los 

mismos, se multiplican por fisión binaria dentro de las células de diversos tejidos tales como 

el corazón y el sistema reticuloendotelial. Este crecimiento intracelular termina por lisar la 

https://www.who.int/news/item/08-08-2019-who-publishes-new-guidelines-for-the-treatment-of-sleeping-sickness


7 

   
Introducción 

 

 

célula huésped, liberando nuevos tripomastigotes sanguíneos. Los tripomastigotes 

sanguíneos liberados a la sangre son formas móviles e infectivas, capaces de infectar otras 

células del huésped o ser ingeridos por un nuevo triatomino durante una alimentación 

sanguínea. Estas formas no se replican en la sangre, pero son clave para la propagación del 

parásito y su transmisión a nuevos vectores (Tyler & Engman, 2001). La habilidad de T. cruzi 

para alternar entre formas replicativas (epimastigotes y amastigotes) y formas infectivas no 

replicativas (tripomastigotes metacíclicos y sanguíneos) subyace a la cronicidad y severidad 

de la enfermedad de Chagas: los tripomastigotes metacíclicos y sanguíneos son funcionales 

para la invasión celular y la diseminación sistémica en el huésped, mientras que los 

amastigotes son responsables del daño tisular debido a su replicación intracelular.  

 

 
FIGURA 1. Ciclo de vida de T. cruzi (https://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisamerican). 
 

3.2 Ciclo de vida de Trypanosoma brucei 

T. brucei es un parásito digenético que presenta un ciclo de vida complejo alternando entre 

dos hospedadores: la mosca tsé-tsé (Glossina spp), que constituye el insecto vector, y el 

http://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisamerican)
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FIGURA 2. Ciclo de vida de T. brucei. Arriba. Ciclo dual entre la mosca tsé-tsé, los seres humanos y los 
reservorios animales (animales silvestres nativos como animales domésticos agrícolas). Abajo. Ciclo de 
vida simplificado que enfatiza la alternancia entre amplificación y diferenciación. Notar cómo va 
cambiando la dotación proteica de la superficie celular de cada uno de los estadios. GPEET: Prociclina 
que se encuentra en la superficie de las formas de cultivo procíclicas de T. brucei, EP: Prociclinas, 
repeticiones de ácido glutámico (E) y prolina (P). Esquema adaptado de Field & Carrington, 2009. 

Los tripomastigotes procíclicos se unen al epitelio de la glándula salival de la mosca, donde se 

produce una división asimétrica generando epimastigotes largos y epimastigotes cortos. Los 

epimastigotes cortos quedan unidos a las células epiteliales de la glándula salival a través del 

flagelo. En esta etapa, los parásitos se replican, se diferencian a tripomastigotes metacíclicos 

y quedan libres en el lumen de la glándula salival, donde permanecen con su ciclo celular 

arrestado hasta que la mosca se alimenta de un huésped mamífero y se reactiva el ciclo 

infeccioso (Langousis & Hill, 2014; Matthews, 2005). 
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TRANSPORTE O TRÁFICO VESICULAR 
 

Las transiciones entre las distintas formas morfológicas de T. cruzi responden a cambios 

ambientales específicos como la temperatura, el pH y la disponibilidad de nutrientes. Estas 

transiciones permiten al parásito ajustar su metabolismo y estructura para colonizar 

eficientemente los diversos nichos presentes en cada etapa de su ciclo. Por lo tanto, la 

alternancia entre estadios parasitarios, estructural y funcionalmente específicos, demuestra 

la gran capacidad de adaptación de ambos tripanosomátidos en pos de su supervivencia, 

persistencia y progresión de la infección. Estos procesos se llevan a cabo gracias a la capacidad 

de estos organismos de modificar su arquitectura celular, el metabolismo primario, la 

expresión génica y el transporte intracelular. De acuerdo con ello, a continuación, serán 

abordadas las características y los mecanismos generales de transporte vesicular en eucariotas 

poniendo foco en la endocitosis, para luego abordar la implicancia, las características y el 

mecanismo de reclutamiento de la maquinaria ESCRT y de Vps32 en eucariotas. 

4. Tráfico vesicular en eucariotas. 
 

El tráfico vesicular consiste en el transporte de diversas macromoléculas (carga) a través de 

vesículas que se mueven dentro del sistema de endomembranas, el cual se encuentra 

compuesto por estructuras subcelulares definidas de la vía endocítica y de la vía secretora. La 

vía endocítica engloba a estructuras tales como los endosomas y el lisosoma, mientras que el 

retículo endoplasmático rugoso (REG), el aparato de Golgi y las vesículas secretoras, 

conforman la vía secretora (Képè et al., 2005) (FIGURA 3).  
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FIGURA 3. Tráfico intracelular en eucariotas. El esquema destaca los compartimentos de la vía secretoria, 
vacuolar/lisosomal y endocítica. Cada una de las etapas del transporte están indicadas mediante flechas 
y los colores indican las localizaciones conocidas o presumidas de COP- II (azul), COP- I (rojo) y clatrina 
(amarillo). Esquema extraído Bonifacino & Glick, 2004. 

El proceso general de la biogénesis vesicular involucra un compartimento donor y un 

compartimento aceptor (FIGURA 4). El compartimento donor experimenta un cambio de 

curvatura de su membrana que comienza a dar forma a la nueva vesícula, al tiempo que se 

reclutan proteínas y otras macromoléculas especificas a transportar. Luego del reclutamiento 

y formación de la vesícula, se produce su brotación o budding, para lo cual se generó la 

constricción y escisión de la membrana del cuello de la vesícula. Luego, esta vesícula migra y 

se fusiona con la membrana del compartimento aceptor, lo cual provoca la liberación de su 

contenido, ya sea en el espacio extracelular o en la luz del compartimento subcelular 

(Bonifacino & Glick, 2004). Durante este proceso de formación de vesículas transportadoras 

del sistema secretor y endocítico, participan diversas proteínas de la cubierta, proteínas 

adaptadoras e, incluso, proteínas Rab GTPasas (Bonifacino Juan & Lippincott-Schwartz 

Jennifer, 2003). 
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membrana plasmática y moléculas extracelulares para diversos procesos fisiológicos, incluida 

la absorción, la degradación, la señalización celular y el reciclaje de nutrientes. Generalmente, 

hay dos tipos de endocitosis: fagocitosis y pinocitosis (Conner & Schmid, 2003) . La fagocitosis 

ocurre predominantemente en células especializadas como macrófagos, monocitos y 

neutrófilos y se internalizan moléculas o partículas de hasta 15 µm o, incluso, del mismo 

tamaño de la célula. En este caso, las estructuras que se forman son los fagosomas, 

endosomas más grandes que los endosomas clásicos, y los fagolisosomas, estructuras más 

grandes que los lisosomas. Por el contrario, la pinocitosis ocurre en la mayoría de los tipos de 

células de mamíferos, y puede categorizarse en al menos cuatro vías diferentes: la vía de 

internalización dependiente de clatrina, y tres vías de internalización independientes de 

clatrina: macropinocitosis, internalización dependiente de rafts y caveolas e internalización 

dependiente de raft y de caveolas (Lajoie & Nabi, 2007; McMahon & Boucrot, 2011)              

(FIGURA 5).  

 
FIGURA 5. Vías de internalización dependientes e independientes de la clatrina. Existen múltiples vías 
de endocitosis en las células: la internalización dependiente de clatrina, la dependiente de caveolina y la 
independiente de clatrina y caveolina. La endocitosis mediada por clatrina es la vía más caracterizada, 
mientras que la vía dependiente de caveolas funciona en paralelo, pero sus cargas específicas no están 
bien definidas. Las vías independientes de la clatrina y la caveolina requieren una caracterización 
molecular más profunda (McMahon & Boucrot, 2011). 
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La macropinocitosis suele ocurrir en un tipo especial de subdominios de membrana (volantes 

de membrana) y la internalización se produce en vesículas de tamaños superiores a los 500 

nm de diámetro. La endocitosis constitutiva o de fase fluida es un proceso no selectivo durante 

el cual se capta líquido, moléculas disueltas y partículas de hasta 150 nm mediante un 

mecanismo dependiente de clatrina e independiente, y cumple una función esencial para la 

internalización de nutrientes disueltos y la eliminación de sustancias del medio extracelular 

que podrían interferir con la función celular. Por otra parte, la endocitosis mediada por 

receptor constituye un mecanismo de captación de la carga de manera selectiva a través de 

receptores, dependiente o no de clatrina. Se produce la captación de macromoléculas 

disueltas y específicas de hasta 150 nm en vesículas que se fusionan con endosomas. 

En células eucariotas, la vía endocítica predominante se desarrolla bajo la dependencia de la 

clatrina y, de hecho, es el proceso mejor caracterizado. El mecanismo general de la endocitosis 

consta de la internalización de la carga desde la membrana plasmática y su transporte 

mediante endosomas (Kaksonen & Roux, 2018) (FIGURA 3). Si esa carga debe degradarse, la 

vía a seguir será la que incluye al lisosoma, pero por si, al contrario, esa carga debe ser 

reciclada, la misma retorna a la membrana plasmática. De acuerdo con ello, durante el 

proceso de endocitosis en células animales, la carga es internalizada desde la membrana 

plasmática y es secuestrada en vesículas. La carga transportada en vesículas es incorporada a 

los endosomas tempranos (Early endosomes o EE) y luego es transferida a los endosomas de 

reciclaje (Recycle Endosomes o RE) desde los cuales retornan a la membrana plasmática o la 

superficie celular lentamente. Alternativamente, la carga forma parte de los cuerpos 

multivesiculares (MVB), los cuales son estructuras especializados de los endosomas tardíos 

que se encuentran compuestos por vesículas intraluminales (ILVs), por lo cual se infiere que 

los MVB son una etapa madurativa de los endosomas tardíos. Posteriormente, los MVB se 

fusionan con los endosomas tardíos y los lisosomas para su degradación. Alternativamente, 

durante la endocitosis una carga puede ser transportada desde el Golgi al endosoma tardío y 

luego hacia el lisosoma o incluso ser transportada hacia un endosoma temprano y dirigirse a 
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la membrana plasmática a través de la vía de reciclaje (Bonifacino & Glick, 2004). 

En levaduras, se distinguen tres compartimentos endocíticos funcionalmente distintos: las 

vacuolas, los endosomas tempranos y los endosomas tardíos. Tal como en células de 

mamífero, estos endosomas poseen proteínas miembros de la maquinaria ESCRT, la cual 

participa en la formación de vesículas y los MVB, cuya existencia es transitoria y previa a la 

fusión con la vacuola (Odorizzi et al., 1998). 

El transporte vesicular requiere la actividad de varias GTPasas de la subfamilia Rab, que actúan 

como interruptores moleculares para controlar los pasos del tráfico intracelular mediante 

ciclos de unión a GTP (estado activo) y a GDP (estado inactivo). Cada subclase de endosomas 

puede ser reconocida por la dotación de proteínas en sus membranas, especialmente de 

aquellas proteínas miembros de la familia Rab, como así también por los distintos pH 

luminales (Rink et al., 2005; Zerial & Mcbride, 2001). De esta manera, en mamíferos los 

endosomas tempranos han sido descriptos como organelas vacuolares asociados a 

extensiones membranosas y tubulares que presentan microdominios con proteínas Rab, tales 

como Rab4, Rab5, Rab10, Rab14, Rab21, and Rab22 (Kiss & Nilsson, 2014). Por su parte, el 

endosoma de reciclaje está compuesto por estructuras tubulares dinámicas asociadas a Rab11 

y Rab8. Respecto al pH luminal, el endosoma tardío y el lisosoma son los compartimentos 

ácidos de la vía. El endosoma tardío presenta bombas de protones en sus membranas que 

propician la disminución del pH intraluminal y cuando esto sucede, los endosomas tardíos en 

realidad funcionan como lisosomas, produciéndose la digestión del contenido de la vesícula. 

En este punto, es importante destacar que, a fines prácticos, la ruta hacia el lisosoma es 

descripta incluyendo distinta subclases de endosomas, sin embargo, la ruta endocítica es 

dinámica y los endosomas van madurando (cambio de composición) a estructuras más 

complejas a lo largo de la vía. De esta manera, un endosoma temprano da formación a un 

endosoma de reciclaje o madura a endosoma tardío, que luego se fusiona con estructuras 

degradativas como lo son los lisosomas. Estos cambios se encuentran ejemplificados en los 

estudios de microscopia llevados a cabo en células vivas en los cuales se sugiere que la 
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maduración de los MVB se encuentra asociada al reemplazo gradual de Rab5 por Rab7 en 

asociación con los endosomas tardíos (Langemeyer et al., 2020). 

Vesículas 
Se distinguen distintos tipos de vesículas participantes de distintos procesos celulares, cuyos 

mecanismos de biogénesis son específicos y, por lo tanto, poseen características moleculares 

particulares. Las mismas se representan esquemáticamente en la FIGURA 6. 

 

 
 

FIGURA 6. Distintos tipos de vesículas y sus maquinarias de formación en las células. Para la 
formación y brotación de vesículas recubiertas de clatrina y para las caveolas, es requerida la dinamina. 
Para la formación de vesículas COP-II desde el RE, participa Sar1-GTP. Para la biogénesis de los cuerpos 
Multivesiculares (MVB), compuestos por ILVs, es requerida la maquinaria ESCRT y la ATPasa Vps4. 
Imagen creada con https://BioRender.com. 

https://biorender.com/
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FIGURA 8. Endocitosis mediada por clatrina. Inicialmente, se recluta la carga en el sitio de inicio de la 
endocitosis y la membrana comienza a curvarse hasta envolver completamente la carga mediante un 
proceso de invaginación. Finalmente, la escisión de la membrana separa la vesícula de la membrana 
plasmática. Luego, se produce la pérdida del recubrimiento compuesto por proteínas de la maquinaria 
endocítica, las cuales vuelven a ser parte de un nuevo al depósito citosólico y se libera una vesícula que 
participa en eventos de tráfico intracelular de membrana (Kaksonen & Roux, 2018). 
 
4.1.2 Vesículas intraluminales (ILV) y cuerpos Multivesiculares (MVB) 

Un paso clave del tráfico vesicular hacia el lisosoma es la biogénesis de los MVB. Los cuerpos 

multivesiculares (MVB), estructuras especializadas de los endosomas tardíos, se forman 

cuando segmentos de su membrana limitante invaginan y brotan hacia el lumen del 

compartimento, generando vesículas intraluminales (ILV) (Babst, 2011a). Durante la fusión de 

los MVB con el lisosoma, estructura conocida como endolisosoma, se produce la liberación de 

las ILV con todo su contenido de lípidos y proteínas a la luz lisosomal, contenido que es digerido 

por las hidrolasas lisosomales que actúan a pH ácido (pH <5) (Babst, 2011a, 2011b; Henne et al., 

2011; Katzmann et al., 2001; Odorizzi et al., 1998). Por lo tanto, el proceso de degradación 

mediante la vía de los MVB es esencial para el reciclaje o recambio de proteínas y lípidos 

transmembrana en células eucariotas, asegurando la homeostasis y funcionalidad celular. 

La biogénesis de MVBs depende de la maquinaria ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required 

for Transport), la cual regula la creación de ILV asegurando tanto la especificidad como la 

eficiencia en la clasificación de las proteínas (Rusten & Stenmark, 2009). Además, a través de 

la maquinaria ESCRT, se produce su maduración a endosomas tardíos esféricos o MVB repletos 

de múltiples ILV de tamaños uniforme (Babst, 2011a; Woodman & Futter, 2008). A diferencia 

de otras rutas, el complejo ESCRT permite la incorporación de proteínas a las ILVs sin requerir 

dominios especializados de interacción lipídica, ya que, en la mayoría de las proteínas 

transmembrana, la ubiquitina actúa como señal de clasificación y reclutamiento al MVB 
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que, ha sido implicado en diversos procesos celulares como la citoquinesis, la gemación de 

virus de HIV, autofagia, exocitosis, la reparación de la membrana plasmática, el remodelado 

de la membrana nuclear, la eliminación de complejos del poro defectuosos, la formación de 

compartimentos donde se replica la cadena positiva de los virus, la micro y macro- autofagia 

(Olmos & Carlton, 2016). ESCRT, asimismo, ha sido relacionado a defectos neurodegenerativos 

y Cáncer (FIGURA 9). 

ESCRT se encuentra evolutivamente conservado y, de manera general, sus proteínas han sido 

clasificadas en cuatro subcomplejos: ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II, ESCRT-III. La dotación 

proteica que conforma cada subcomplejo presenta variaciones entre diferentes organismos 

(Leung et al., 2008). Asimismo, entre las proteínas accesorias del complejo (proteínas ESCRT-

III asociadas), se destaca la ATPasa Vps4 (Morita et al., 2007) (FIGURA 10). De los cuatro 

subcomplejos, ESCRT-III es el que presenta la función más conservada y cumple la función 

principal y exclusiva en la remodelación y escisión de la membrana. Mientras tanto, el resto 

de los subcomplejos, además de reclutar a ESCRT-III, cumplen funciones generales en el 

transporte de membranas (Samson et al., 2008a, 2008b). 

El complejo comienza su funcionamiento con la interacción de proteínas adaptadoras que se 

unen al complejo ESCRT-0 y ESCRT-I, lo cual facilita la interacción con el subcomplejo ESCRT-II 

y el proceso de curvatura de la membrana (FIGURA 11). Por último, se produce el 

reclutamiento de ESCRT-III, su activación en polímeros y el corte final de membrana. Cabe 

destacar que, si bien todo el proceso de reclutamiento es secuencial, la activación de un 

subcomplejo u otro depende del proceso celular llevado a cabo y del organismo en cuestión. 

Sin embargo, siempre es requerido y activado ESCRT-III ya que constituye el efector final del 

complejo total.  

A continuación, se describirá la naturaleza de cada uno de los subcomplejos. 
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FIGURA 10.  
Distribución de los 
componentes ESCRT 
a lo largo del taxón 
eucariota.  
Los datos son representados como 
un diagrama de Coulson y se basan 
en los resultados de los 
alineamientos obtenidos mediante 
BLAST y un análisis filogenético. 
Cada taxon es coloreado con un 
color para diferenciarlos y el 
complejo ESCRT es representado 
en diagrama de tortas. Cada una 
representa un subcomplejo, que, a 
su vez, se encuentra subdividido 
en función de las proteínas que lo 
conforman. Los números en 
blanco de cada subcomplejo indica 
el número de copias del gen 
codificante de la proteína en ese 
genoma. De esta manera, se 
puede evidenciar los 
componentes ESCRT presentes en 
cada organismo. En los mismos, se 
pueden observar sectores 
coloreados en su totalidad que 
derivan de la identificación basada 
en un resultado claro de BLAST 
inverso y/o evidencia adicional a 
través del análisis de la secuencia 
por CLUSTAL o filogenia. Los 
sectores en blanco representan 
datos no encontrados. Imagen 
extraída de (Leung et al., 2008b). 
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 A. ESCRT-0 
 

ESCRT-0 actúa como el primer paso de reclutamiento en la maquinaria durante la degradación 

de proteínas por la vía endocítica, sin embargo, durante la citoquinesis ESCRT-0 no desempeña 

un papel relevante. ESCRT-0 posee un rol bien definido en la vía endosomal, específicamente 

en la clasificación de proteínas ubiquitinadas para su inclusión en vesículas intraluminales (ILV) 

dentro de los cuerpos multivesiculares (MVB), que luego son transportados hacia los lisosomas 

para su degradación. Este subcomplejo consiste en un heterodímero de dos proteínas que 

recluta la carga ubiquitinada. En humanos consiste en Hrs (Hepatocyte growth factor-

regulated tyrosine kinase substrate) y STAM (Signal Transducing Adaptor Molecule); mientras 

que en levaduras consiste en Vps27 y Hse1. Hrs presenta un dominio de unión a la carga 

ubiquitinada conocida como DUIM (double-sided ubiquitin-interacting motif) al tiempo que 

posee un dominio FYVE, denominado así porque fue encontrado en cuatro proteínas ricas en 

cisteína: Fab 1 (yeast orthologue of PIKfyve), YOTB, Vac 1 (vesicle transport protein), y EEA1. 

Este dominio interactúa con el lípido endosómico fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P) (Wollert & 

Hurley, 2010). A través de esta interacción, la proteína Hrs se asocia con los endosomas 

tempranos. 

Por su parte, STAM contiene el dominio de unión a ubiquitina (UIM-ubiquitin-binding), el 

dominios VHS y un dominio SH3 que recluta enzimas desubiquitinizantes (Hirano et al., 2006; 

McCullough et al., 2006; Mizuno et al., 2003; Ren & Hurley, 2010; Row et al., 2006). Por lo 

tanto, Hrs y STAM reconocen la carga en los endosomas tempranos a través de los motivos de 

unión a la ubiquitina al tiempo que, Hrs recluta redes planas de clatrina en los endosomas 

generando subdominios discretos reclutadores de otros componentes de la maquinaria que 

promueven la curvatura y escisión de la membrana (Raiborg, 2001; Raiborg et al., 2006). De 

manera global, ESCRT-0 funciona como marcador de la región de la membrana endosómica y 

actúa como un reclutador de moléculas de carga específica, conformando un dominio de 

clasificación de proteínas con marca de ubiquitina mientras que excluye otras proteínas de 

membrana (por ejemplo, que se reciclan de regreso al Golgi). 

Luego, Hrs recluta a ESCRT-I por interacción directa de dominios específicos (unión de 

secuencia PSAP de ESCRT-0 con UEV -variante de ubiquitina E2- del complejo ESCRT-I). 
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FIGURA 11. Reclutamiento secuencial general de la maquinaria ESCRT involucrada en el transporte 
y clasificación de proteínas desde MVB hacia lisosomas. Los subcomplejos son reclutados a los 
endosomas por sus interacciones con las membranas, con clatrina y ubiquitina. El reconocimiento de 
fosfatidilinositol- 3-fosfato por el dominio FYVE de Vps37 (ESCRT-0) o por el dominio GLUE de Vps36 
(ESCRT-II), o fosfatidilinositol-3,5-bifosfato (PtdIns (3,5) P2) por Vps24 (ESCRT-III) podría contribuir con 
la localización de los componentes en endosomas tempranos o tardíos. Excepto por ESCRT-III, los 
subcomplejos restantes reconocen y se unen a la carga ubiquitinada, ya sea a través de un motivo de 
interacción con la ubiquitina (UIM) (ESCRT-0), un dominio de variante E2 de ubiquitina (UEV) (ESCRT- 
I) o el dominio GLUE de Vps36 (ESCRT-II). ESCRT-III organiza los últimos pasos de la vía en la que la 
ubiquitina es eliminada por una desubiquitinasa y los complejos son desensamblados por la 
ATPasaVps4. Los paneles inferiores enumeran las subunidades ESCRT y las proteínas accesorias de S. 
cerevisiae y sus homólogos de mamíferos. 
 
AMSH, molécula asociada con el dominio SH3 de STAM; CHMP, proteínas de los cuerpos 
multivesiculares cargado (MVB); SH3, homología Src-3; STAM, molécula adaptadora transductora de 
señales; UBPY, proteasa Y específica de ubiquitina. Esquema extraído de Williams & Urbé, 2007. 

 
B. ESCRT-I 

 
Consiste en un heterotetrámero compuesto de las proteínas Vps23, Vps28, Vps37 y Mvb12 

(Chu et al., 2006; Katzmann et al., 2001; Morita et al., 2007; Oestreich et al., 2007). 

Vps23, conocida como TSG101 en humanos, interactúa con ESCRT-0 (a través del motivo PSAP) 

y con ubiquitina a través de un dominio UEV (variante UB E2) (Chu et al., 2006). Mientras tanto, 

Mvb12 establece interacciones con la ubiquitina a través de sus dominios UBD (Ubiquitin- 

binding domains) en su C-terminal. Por su parte, Vps28 presenta un dominio CTD (C-terminal 
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FIGURA 12. Arquitectura celular general de Tripanosomátidos. Arriba Izquierda. Célula de            
T. brucei estadio procíclico (PCF) resaltando la posición de varias organelas intracelulares y sus proteínas 
asociadas. La célula fusiforme mide aproximadamente 15 µm 4 x µm y la mayor parte de la vía de 
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transporte de la membrana se limita a la parte posterior de la célula Field et al., 2004; Field & 
Carrington, 2004. Arriba derecha. Imagen de T. brucei BSF que demuestra cómo el flagelo emerge del 
bolsillo flagelar (FP). Los cultivos fueron incubados por 5 min a 37°C con conjugados de transferrina-
oro los cuales pueden apreciarse en el bolsillo flagelar (de Souza et al., 2009). Abajo. Representación 
esquemática de la sección longitudinal de un epimastigote de T. cruzi que muestra las principales 
estructuras y orgánulos encontrados (Souza et al., 2017). 

Estructuras generales 

Los tripanosomátidos son protistas uniflagelados que pertenecen al orden taxonómico 

Kinetoplastidae, caracterizado por presentar ADN mitocondrial (kDNA) organizado en una 

estructura llamada kinetoplasto (Simpson, 1986). La estructura molecular del kinetoplasto 

consiste en un arreglo complejo de fibras de ADN circular fuertemente compactado y 

entrelazado que se ubica dentro de la matriz del mitocondrión, una estructura de gran tamaño 

que se extiende por todo el cuerpo celular y que cumple las funciones de la única mitocondria 

en estos organismos. El kDNA se encuentra asociado a proteínas que participan en distintos 

procesos propios del kinetoplasto (enzimas como la topoisomerasa tipo II, la DNA polimerasa, 

la proteína de unión al origen de minicírculo, proteínas condensadoras del kDNA, proteínas 

asociadas a kinetoplasto, una nicking enzyme, proteínas heat shock mitocondriales y un grupo 

de proteínas de unión al kinetoplasto) (Zuma et al., 2020). Dos tipos de subestructuras pueden ser 

identificadas en el kinetoplasto: los minicírculos y los maxicírculos, cuya cantidad y longitud, 

son rasgos exclusivos de cada especie de Kinetoplástido (Klingbeil & Englund, 2004). Asimismo, 

los tripanosomátidos se caracterizan por poseer un único flagelo, el cual cumple funciones en 

el movimiento, la coordinación de la citoquinesis y funciona como un orgánulo sensorial 

(Langousis & Hill, 2014). El mismo nace del cuerpo basal, una estructura cilíndrica compuesta 

por microtúbulos cuya función es homóloga a la del centriolo de las células animales, de 

manera que es fundamental para el ensamblaje, el anclaje y la orientación del flagelo. 

Finalmente, este emerge a través de una invaginación de la membrana plasmática, una región 

especializada de gran importancia estructural y metabólica denominada bolsillo flagelar o 

Flagellar Pocket (FP), el cual se describirá a la brevedad (Halliday et al., 2021). Por su parte, el 

cuerpo basal se encuentra en conexión con el kinetoplasto a través de filamentos 

citoesqueléticos conformando un sistema conocido como el Flagellum Attachment Zone 

(FAZ), el cual se describirá al abordar las características del flagelo. El vínculo entre ambas 
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intacto, pero nuevos microtúbulos se agregan y se intercalan con los ya existentes para que 

cada célula hija reciba el número exacto de microtúbulos que conforman esta estructura. 

Entonces, para el momento en que la célula se divide, un corset completo es heredado en 

forma semiconservativa durante la citoquinesis (Gull, 1999; Vaughan & Gull, 2008). Por lo 

tanto, los cambios morfológicos entre las diversas formas de desarrollo, el crecimiento y la 

remodelación del citoesqueleto en la división celular se ven garantizados gracias a la 

naturaleza del corset subpelicullar. 

. 

FIGURA 13. Esquema del citoesqueleto y la división celular en T. brucei. A. La matriz subpelicullar 
consiste en sola capa de microtúbulos (morado) que subyace a la membrana plasmática. Los 
microtúbulos se encuentran entrelazados entre sí por fibrillas regularmente espaciadas (verde). Los 
extremos positivos en crecimiento de los microtúbulos de la matriz miran hacia la parte posterior de 
la célula. B. Los microtúbulos de la matriz parecen polimerizarse de forma constante en el extremo 
posterior de la célula (sombreado morado). A medida que se nuclea el nuevo flagelo, se insertan 
nuevos microtúbulos entre el flagelo antiguo y el nuevo para aumentar la anchura celular. Se forma 
una inflexión de la membrana que delimita la vía de entrada del surco de segmentación, que sigue la 
trayectoria helicoidal de los microtúbulos de la matriz. La entrada del surco de segmentación se inicia 
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en la parte anterior de la célula, y la formación del extremo posterior naciente remodela la matriz en 
la zona media celular para dividir la matriz subpelicullar en dos estructuras distintas y completar la 
citoquinesis. Esquema extraído de Sinclair et al., 2021. 
 
Flagelo 

El esqueleto del flagelo está formado por un axonema, compuesta de una estructura típica de 

nueve dobletes de microtúbulos externos rodeando a un par central (9+2) (Field & Carrington, 

2009; Gull, 1999). Asimismo, el axonema asociado con Paraflagellar rod (PFR) se encuentra 

dentro de la membrana flagelar. El flagelo se origina dentro del cuerpo celular a partir del 

cuerpo basal, que lo conecta físicamente al ADN kinetoplasto (kDNA) y al cuerpo pre- basal a 

través del complejo de unión tripartito (TAC) (Ogbadoyi et al., 2003; D. Robinson & Gull, 1991) 

(FIGURA 14). Durante la división celular, a medida que el cuerpo basal del flagelo se duplica y 

se separa, el TAC asegura que una copia del kinetoplasto se mueva en conjunto con el nuevo 

cuerpo basal. Ya que la replicación y la división del kinetoplasto y el núcleo son eventos 

separados dentro de la división celular, la importancia del TAC radica en la coordinación y 

sincronización de la división celular. 

El flagelo emerge de la célula a través del bolsillo flagelar, región carente de microtúbulos 

subpelicullares (Allen et al., 2003; Field & Carrington, 2009) y en el punto de salida del flagelo, 

el collar del bolsillo flagelar tensa el alrededor de la membrana flagelar(Bonhivers et al., 2008; 

Kelly et al., 2020)(FIGURA 14). 

FIGURA 14. 
Complejo de unión 
tripartita. Posiciones del 
bolsillo flagelar, el flagelo, el 
núcleo y el kinetoplasto 
compuesto por su ADN 
(kDNA)(Kelly et al., 2020). 

 
 

 

 

 

La forma e integridad del parásito depende del citoesqueleto o corset subpelicullar, del 
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Microtubule Quartet (MtQ) y el axonema flagelar (Lacomble et al., 2009) (FIGURA 15). Los 

cuatro microtúbulos citoplasmáticos (MtQ) se encuentran del lado del cuerpo celular con una 

polaridad opuesta a la de los microtúbulos subpelicullares y nacen del espacio comprendido 

entre el cuerpo basal y el pre-cuerpo basal y se dispone a lo largo del FAZ. El pre-cuerpo basal 

es estructuralmente idéntico al cuerpo basal y da origen al nuevo flagelo al comienzo de la 

división celular (Lacomble et al., 2009; Sunter & Gull, 2016). Asimismo, el flagelo corre a lo 

largo del cuerpo celular en forma de espiral hacia el polo anterior de la célula y se mantiene 

unido al cuerpo celular por el Flagellum Attachment Zone (FAZ) a través de uniones 

transmembrana que generan una especie de costura de interconexión entre cuerpo celular-

flagelo (Lacomble et al., 2009; Sunter & Gull, 2016) (FIGURA 16). La función y la estabilidad 

de FAZ es esencial para la viabilidad de los tripanosomátidos, ya que se han demostrado que 

las alteraciones en las proteínas que componen FAZ pueden llevar a defectos en la morfología 

celular y a problemas durante la división celular, afectando la proliferación del parásito (Sunter 

et al., 2015). También influye en el tráfico vesicular, dado que la orientación del flagelo afecta 

la disposición de las organelas y las vesículas durante la formación de las nuevas células 

(Albisetti et al., 2023). 

 
FIGURA 15. Derecha. Sección transversal de la micrografía electrónica de transmisión que ilustra el 
flagelo adherido y los microtúbulos subpelicullares subyacentes a la membrana plasmática del cuerpo 
celular (Gull, 1999). Izquierda. Estructura citoesquelética de parásitos procíclicos. Sección transversal 
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de la célula que muestra la distribución de los microtúbulos en la matriz subpelicullar, los microtúbulos 
del axonema del flagelo, Paraflagellar Rod (PRF) y la zona de unión al flagelo. La polaridad de los 
microtúbulos del axonema y el cuarteto de microtúbulos (en azul) está organizada de manera que el 
extremo negativo está del lado del espectador y el positivo hacia el lado más alejado. Los microtúbulos 
restantes de la matriz subpelicullar presentan la polaridad opuesta (Field & Carrington, 2009). 

 
 

 FIGURA 16. Dibujo de la sección transversal que resalta la costura asimétrica generada en los 
microtúbulos del corset por FAZ y el MTQ. Se muestran las cinco conexiones diferentes entre los 
diversos componentes (Sunter & Gull, 2016). 
 
Bolsillo Flagelar (FP) 

El bolsillo flagelar estructuralmente consiste en una pequeña porción desprovista de 

microtúbulos donde se produce todo el intercambio de nutrientes y moléculas entre el 

parásito y su medio externo, pero también es la región por la que emerge el flagelo              

(FIGURA 14). El bolsillo flagelar posee límites bien definidos, de manera que el límite proximal 

del bolsillo flagelar está dado por el cuerpo basal, mientras que el distal está definido por la 

región del cuello. En la región distal, se reconoce el collar o Flagellar Pocket Collar (FPC), una 

estructura proteica electrón densa que rodea el flagelo en el punto donde emerge del bolsillo 

flagelar (FIGURA 14 y 17). El FPC consiste en un sitio de constricción donde confluyen la 

membrana plasmática, la membrana flagelar y del bolsillo flagelar y mantiene la continuidad 

estructural entre el flagelo y la célula garantizando el correcto posicionamiento del flagelo, la 

correcta biogénesis de este y, en consecuencia, la correcta morfología del bolsillo flagelar 
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(Field & Carrington, 2009; Fridberg et al., 2007; Halliday et al., 2021; Smallridge, 2008). 

 
 

FIGURA 17. Arquitectura del bolsillo flagelar de los tripanosomátidos. A. Diagramas de las 
morfologías de T. brucei PCF y T. cruzi epimastigote presentes en el intestino medio de sus respectivos 
insectos vectores, donde se muestra la posición de los núcleos, el kinetoplasto y los bolsillos flagelares. 
B. Micrografías electrónicas de transmisión de cortes delgados representativas de los bolsillos 
flagelares de T. brucei y T. cruzi. Se resaltan los diferentes dominios de la membrana, con el collarete 
y el FPC marcados. La barra de escala es de 300 nm (Halliday et al., 2021). B. El bolsillo flagelar es la 
región donde se produce la endocitosis y exocitosis. En la imagen, el bolsillo flagelar esta recubierto 
por una capa superficial de VSG (SC), la cual fue internalizada en fosas recubiertas de clatrina (punta 
de flecha) formando vesículas endocíticas típicas (flechas). Las mismas contienen VSG en su lado 
luminal (de Souza et al., 2009). 

El collarette es un subdominio específico dentro del bolsillo flagelar por el cual el flagelo se 

ancla a la membrana plasmática y se encuentra próximo al cuerpo basal (FIGURA 17A). Tal 

como se ha descripto, el bolsillo flagelar es la región donde se concentra el transporte de 

moléculas vía endocitosis o exocitosis (FIGURA 17B) pero, además, organiza el transporte 

intraflagelar (IFT). El IFT consiste en el movimiento bidireccional de partículas proteicas a lo 

largo de los microtúbulos axonemales, los cuales son necesarios para el ensamblaje y 

mantenimiento de los flagelos y cilios eucariotas. Entonces, a pesar de su aparente 

estabilidad, el flagelo es una estructura dinámica en la que los microtúbulos y las proteínas 

anexas se renuevan constantemente. Es decir, el ensamblaje y desensamblaje continuo de los 

componentes axonemales en la punta del flagelo requiere el suministro perpetuo de 
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precursores a la punta, como así también, la eliminación de las proteínas flagelares removidas. 

Por lo tanto, todos los polipéptidos que forman el axonema deben transportarse a la punta 

flagelar para su ensamblaje, no sólo para el crecimiento flagelar, sino también para el 

mantenimiento de la longitud completa del flagelo maduro. Al respecto, se ha reportado que 

la ausencia del IFT en las células, provoca que los flagelos no puedan ensamblarse, e incluso 

que los flagelos existentes se acorten gradualmente por la incapacidad de reponer las 

subunidades en la punta del axonema (Marshall & Rosenbaum, 2001). 

El bolsillo flagelar organiza y modula el transporte vesicular no sólo por su arquitectura sino 

también por su composición. En esta región se sitúan microdominios importantes para la 

endocitosis de macromoléculas y la regulación del transporte, compuestos por fosfolípidos 

como fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, esfingolípidos y colesterol, que confieren fluidez 

y flexibilidad. Adicionalmente, la luz del bolsillo flagelar está compuesta por una matriz rica en 

carbohidratos de composición poco definida y de funcionalidad desconocida y los diferentes 

elementos que la componen interactúan de manera coordinada para mantener la 

homeostasis celular y la adaptabilidad del parásito (Field & Carrington, 2009). En suma, el 

bolsillo flagelar, una región limitada y de alta actividad metabólica, facilita el control espacial 

de la entrada y salida de macromoléculas. Su especialización permite la regulación eficiente 

del transporte vesicular: la endocitosis de nutrientes, la exocitosis de moléculas de superficie 

y el IFT. 

5.1.2 Membrana plasmática y transporte vesicular. 

En los mamíferos, numerosas proteínas presentan una modificación postraduccional especial 

que consiste en la adición de un ancla de glicosilfosfatidilinositol (GPI), el cual fija la proteína 

madura a la superficie extracelular de la membrana (Lakhan et al., 2009). Estas proteínas 

cumplen funciones de receptores celulares, clasifican las proteínas que deben madurar y 

protegen a la célula de las agresiones externas (Lakhan et al., 2009; Watanabe et al., 2007). 

Las superficies celulares de los tres tripanosomátidos de mayor relevancia clínica, Leishmania 

major, T. cruzi y T. brucei están compuestas principalmente por estas proteínas con GPI (Field 

et al., 2007) y su relevancia en estos tripanosomátidos se dimensiona al tener en cuenta que, 
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mientras en las células de mamíferos la dotación de proteínas con anclaje GPI representa sólo 

el 0,5% del contenido proteico, en los tripanosomátidos representa casi el 10%; es decir, 20 

veces más (Overath & Engstler, 2004). En estos organismos, debido a que el transporte 

vesicular se encuentra restringido al bolsillo flagelar y a esta gran concentración de proteínas 

con anclaje GPI en la superficie, los sistemas de transporte son más especializados y con una 

dinámica más compleja. De hecho, se ha reportado que la dinámica del transporte es exacerbada 

cuando se exhibe una gran dotación de proteínas con anclaje GPI en la superficie celular (Overath 

& Engstler, 2004). En este punto, es importante destacar que la dotación proteica de estas 

proteínas no sólo difiere entre especies de tripanosomas, sino que incluso en los diferentes 

estadios de vida de un mismo organismo. Por lo tanto, la dinámica del transporte se encuentra 

más activa en estos organismos, al tiempo que se desarrolla de una manera diferencial para 

cada organismo y para cada estadio celular. 

En tripanosomátidos, las proteínas que se adosan a la membrana mediante GPI varían desde 

glicolípidos pequeños (GIPL), pasando por glicoconjugados (LPG) hasta glicoproteínas 

verdaderas (VSG, gp63, mucinas) (FIGURA 18). Al respecto, tal como en eucariotas superiores, 

estas proteínas son secuestradas, transportadas y clasificadas en compartimentos 

subcelulares específicos de los sistemas endocíticos y/o exocíticos (Pal et al., 2002). 

La superficie celular del estadio sanguíneo (bloodstream o BSF) de T. brucei está compuesta 

por proteínas homodiméricas que presentan dos anclajes GPI, las cuales son principalmente 

glicoproteínas variables de superficie (VSG). El recambio de VSG de la superficie celular se 

produce gracias al transporte endocítico (la vía reciclaje y la exocitosis) y a la variación 

antigénica. Esta última consiste en el cambio de la proteína VSG expresada en la superficie 

celular (Ferrante & Allisont, 1983). Esto lo logra mediante recombinación homóloga, la 

recombinación no homóloga y el reordenamiento de los loci de VSG. Estos recambios de 

proteínas que se suceden gracias a la acción conjunta de ambos procesos celulares, es una de 

las estrategias llevadas a cabo por este organismo con el objetivo de protegerse de la vía 

alternativa de activación del complemento y del reconocimiento general del sistema inmune 

del huésped.  
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estructura descrita recientemente en la superficie de los tripanosomas en estadio de insecto. Esquema 
extraído de Field et al., 2007. 
 
5.2. Relevancia del transporte vesicular en Tripanosomátidos. 

 
De manera general, durante la transición de un estadio parasitario a otro (insecto a mamífero 

y viceversa) se producen rearreglos de la arquitectura celular, modificaciones en el transporte 

intracelular, modificaciones en el metabolismo primario y en la expresión génica (Field & 

Carrington, 2009). Estas remodelaciones forman parte de los mecanismos adaptativos 

aplicados por estos organismos con el objetivo de asegurar su supervivencia y garantizar una 

eficiente convivencia con el huésped, es decir, para continuar la progresión y persistencia de 

la infección. 

En tripanosomátidos, respecto al tráfico vesicular, el mismo adquiere especial importancia 

para la comunicación con el medio externo y el mantenimiento de la homeostasis celular, ya 

que todo el intercambio con el ambiente se restringe al bolsillo flagelar, región que comprende 

apenas el 5% de la superficie celular (Matthews, 2005; Overath & Engstler, 2004). Asimismo, 

tal como se ha mencionado, durante los diferentes estadios del ciclo de vida se expresan 

proteínas específicas en la superficie celular y por lo tanto la dinámica del transporte, a través 

del bolsillo flagelar, cambia. Todos estos cambios del transporte intracelular, que acompañan 

a la diferenciación parasitaria y que impactan en el sistema endocítico, responden a una 

estrategia de supervivencia especifica. Esto último puede entenderse claramente comparando 

las estrategias llevadas a cabo por cada tripanosomátido. Al respecto, Leishmania y T. cruzi 

utilizan su sistema exocítico secretando factores líticos desde la célula. En el caso de T. cruzi 

equilibra el tráfico vesicular tanto en sus formas extracelulares, para invadir y adherirse a 

células hospedadoras, como intracelulares, para la degradación de nutrientes, replicación y la 

remodelación celular. Por el contrario, T. brucei pasa la mayor parte de su ciclo de vida en el 

torrente sanguíneo y necesita huir de la respuesta inmune del huésped, por lo que se enfoca 

en la constante remodelación de su capa de glicoproteínas VSG y, por lo tanto, no secreta 

macromoléculas en niveles detectables. La relevancia del sistema endocítico en este organismo 

se refleja en su capacidad de renovar todas las proteínas de su superficie celular en tan solo 
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12 minutos, transporte que, de hecho, se encuentra optimizado por el incremento del flujo de 

la vía endocítica (Overath & Engstler, 2004). En el caso de T. brucei PCF, el parasito en el 

interior de la mosca enfrenta desafíos nutricionales y osmóticos diferentes e incluso, más 

extremos y sus mecanismos de transporte se adaptan a esta condición (Allen et al., 2003; 

Matthews, 2005). 

En resumen, las rutas endocíticas y exocíticas desempeñan un papel esencial en la 

supervivencia y adaptación de estos organismos a los distintos contextos, al compensar de 

manera dinámica tanto las exigencias del entorno interno y externo como a la restricción física 

impuesta por la exclusividad del transporte a través del bolsillo flagelar. 

 
FIGURA 19. Diagrama incluye las vías de tráfico endocítico y de reciclaje entorno al bolsillo flagelar. 
A. El flagelo emerge por el bolsillo flagelar y recorre todo el cuerpo celular hacia la parte anterior de la 
celular. B. El tráfico vesicular es polarizado y se concentra entre el núcleo y el kinetoplasto. En la 
ampliación del esquema se observan el flagelo, el bolsillo flagelar, se destacan el kinetoplasto, la 
mitocondria, el complejo de Golgi, el núcleo y el lisosoma. Además, se indican las proteínas Rab 
característicos de cada compartimento endocítico, y algunas proteínas tales como Vps23 y Vps28, 
ortólogos de los productos génicos ESCRT. Se muestran las rutas de tráfico de la glucoproteína VSG 
(reciclaje), la glucoproteína de superficie invariante 65 (ISG) (endocitosis) y p67, se clasifica mediante 
un mecanismo dependiente de la dileucina. GRASP, proteína de apilamiento y reensamblaje de Golgi. 
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Esquema extraído de Field & Carrington, 2009. 
 

Tráfico vesicular en Tripanosomátidos 
 
Aunque en general se encuentran en bajo número de copias, T. brucei presenta la mayoría de 

las organelas de la vía secretora y de la vía endocítica, es decir, retículo endoplasmático (RE), el 

aparato de Golgi, lisosoma y los compartimentos endocíticos (temprano, tardío y de reciclaje) 

(Matthews, 2005; Overath & Engstler, 2004; Silverman et al., 2013) (FIGURA 19). Este sistema 

de endomembranas (a excepción del RE que se encuentra distribuido a lo largo del citoplasma) 

se encuentra dispuesto entre el núcleo y el kinetoplasto, en la parte posterior de las células 

formando un entramado o cisterna en forma de láminas interconectadas (Field et al., 2007; 

Overath & Engstler, 2004). La parte anterior de la célula se comunica con la parte posterior a 

través del transporte vesicular. Las vesículas que median este transporte se generan mediante 

un mecanismo dependiente de clatrina. Respecto a la adaptina, aún no ha sido dilucidada la 

localización y la función específica de los complejos de los que son parte (Allen et al., 2003). 

Sin embargo, en T. brucei y T. cruzi, se ha reportado que la adaptina forma complejos 

adaptadores (AP), similares a los de los eucariotas superiores, que participan en la regulación 

del transporte y son esenciales para la biogénesis vesicular, la progresión del ciclo celular y la 

correcta morfología celular (Field & Carrington, 2009). 

5.2.1 Endocitosis en Trypanosoma brucei 
 

En tripanosomátidos, la vía endocítica desde el bolsillo flagelar y la vía biosintética desde el 

aparato de Golgi se desarrollan hacia el lisosoma. Este es similar a una vacuola y presenta la 

glicoproteína transmembrana tipo I, p67, y el ortólogo catepsina-L soluble, TbCatL. Durante el 

mecanismo general de la vía endocítica, la carga es internalizada y transportada por vesículas 

recubiertas de clatrina ya que, a diferencia de los eucariotas superiores, en estos organismos 

la endocitosis de fase fluida y la endocitosis mediada por receptor dependen de la misma  

(Allen et al., 2003; Grünfelder et al., 2002; Overath & Engstler, 2004). Desde el endosoma 

temprano, esta carga puede ser reciclada a la superficie celular ya sea directamente a través 

del endosoma de reciclaje o pasando primero a través del endosoma tardío y luego al 
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endosoma de reciclaje (FIGURA 19). Puede ocurrir, también, que la carga en el endosoma 

temprano pueda entregarse al lisosoma pasando primero por los endosomas tardíos. El 

endosoma tardío ha sido descrito como una colección de estructuras membranosas complejas 

muy próximas al lisosoma, pero no semejantes a un MVB "clásico"(Engstler et al., 2004; 

Silverman et al., 2013). En estos organismos, se ha descripto que la carencia de evidencia 

morfológica de MVB puede deberse a la naturaleza frágil de los ILVs frente a los 

procedimientos estándar de fijación para microscopia electrónica o, simplemente, a que no 

existiesen estas estructuras en la realidad (Silverman et al., 2013). Sin embargo, en T. cruzi se 

han identificado MVB desde los cuales son secretadas vesículas extracelulares (EV). Asimismo, 

la evidencia también sugiere que existen funcionalidades MVB en los tripanosomas ya que el 

genoma de T. brucei codifica ortólogos para muchos componentes de la maquinaria ESCRT 

(Leung et al., 2008; Silverman et al., 2013). En relación a los MVB, en T. brucei se han 

caracterizado cuatro proteínas ESCRT: TbVps23, TbVps28, TbVps4 y TbVps24; las cuales han 

sido observadas en asociación con los endosomas tardíos. De manera general, se ha 

demostrado que son actores importantes en la endocitosis de proteínas ubiquitinadas vía 

MVB, la degradación lisosomal y el reciclaje ISG65, procesos que ocurren dentro del bolsillo 

flagelar (Leung et al., 2008; Silverman et al., 2013; Umaer et al., 2018; Umaer & Bangs, 2020). 

Esta evidencia sugiere una conexión íntima entre las proteínas ESCRT de T. brucei, los MVB y 

el bolsillo flagelar. 

La ruta biosintética de T. brucei hacia el lisosoma es la menos conocida. Las proteínas 

endógenas del lisosoma, TbCatL y la glicoproteína p67, se separan de la carga secretora en el 

Golgi, desde donde se exportan de manera dependiente de la clatrina. Por analogía con las 

células de mamíferos, estas proteínas deberían clasificarse a través del endosoma tardío, pero 

esto no se ha demostrado formalmente en T. brucei. 

Existe una tercera vía críptica hacia el lisosoma en los tripanosomas BSF, la ruta 

predeterminada, que se hace evidente cuando se interrumpen las señales normales de tráfico 

de proteínas endógenas (Tazeh et al., 2009). 

Finalmente, en T. brucei, no se han identificado estructuras, microdominios o vías 
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dependientes de caveolina, tal como en otros eucariontes. De hecho, tampoco se han 

encontrado los genes codificantes. Es por ello por lo que no hay evidencia directa sobre 

mecanismos independientes de la clatrina a pesar de las observaciones de estructuras 

similares a membranas resistentes a los detergentes en tripanosomátidos (Allen et al., 2003; 

Denny et al., 2001). 

5.2.1.1 Diferencias entre estadios parasitarios de T. brucei 
 

En T. brucei PCF los fenómenos de endocitosis son dependientes de clatrina (Allen et al., 2003) 

con la participación de la dinamina (Field et al., 2007). Asimismo, en este estadio parasitario, el 

tráfico vesicular se adapta a los requerimientos del tracto digestivo de la mosca (Matthews, 

2005). Por lo tanto, el tipo de endocitosis desarrollada en esta forma parasitaria es la 

endocitosis de fase fluida, adaptada especialmente al intestino del insecto vector y el torrente 

sanguíneo de los mamíferos. Según este mecanismo, las invaginaciones de la membrana en el 

bolsillo flagelar atrapan una porción del fluido extracelular, formando vesículas endocíticas 

que posteriormente se dirigen a los endosomas tempranos. En todo este proceso, se 

reconocen y transportan las proteínas de superficie necesarias para la adherencia del parásito 

a las células epiteliales del intestino de la mosca para la protección frente a factores 

ambientales. Asimismo, el sistema exocítico se encargada de transportar proteínas de 

superficie y moléculas que facilitan la adhesión y la colonización del tracto digestivo del insecto 

vector (Marcilla et al., 2014). Por lo tanto, a través de estos mecanismos adaptativos de 

transporte, el parásito es capaz de establecer una relación exitosa con su hospedador 

invertebrado y continuar su ciclo de vida (Camacho et al., 2023). 

Como se ha mencionado, la superficie celular del estadio BSF de T. brucei, se encuentra 

densamente empaquetada por proteínas VSG (Field & Carrington, 2009). Para mantener esta 

arquitectura que funciona como escudo, T. brucei sintetiza y procesa estas proteínas 

activamente. Por lo tanto, el transporte desde el retículo endoplásmico (ER) hacia el Golgi e 

incluso hacia la superficie celular, se encuentra muy activo (Grünfelder et al., 2002). La gran 

demanda de proteínas VSG en la superficie celular además se compensa con un mecanismo 

endocítico mediado por clatrina simplificado, que no requiere de la selección de carga 
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coordinada por los complejos de adaptina. De hecho, se ha descripto que este transporte 

podría ser un mecanismo de adaptación del parásito para una internalización rápida y no 

selectiva desde el bolsillo flagelar (Link et al., 2021). Asimismo, la gran dotación de proteínas 

VSG en la superficie celular depende en gran parte de los mecanismos de reciclaje hacia la 

membrana plasmática, por lo que, en este estadio parasitario, se suscita el incremento de esta 

vía (Overath & Engstler, 2004; Zuma et al., 2020). 

En este estadio parasitario es importante destacar que la concentración de glicoproteínas en 

la superficie celular modula la velocidad del tráfico intracelular y la síntesis de nuevas 

proteínas (Overath & Engstler, 2004). Esto no solo influye sobre la vía endocítica, sino también 

sobre la exocítica, ya que las diferencias bioquímicas de las superficies celulares implican una 

carga diferencial en la dotación de proteínas de esa vía. Un ejemplo de ello son las 

glicosiltransferasas. 

Adicionalmente, el incremento del flujo endocítico se asocia directamente con la infectividad 

sobre el huésped mamífero y con los niveles de expresión de proteínas VSG. También se ha 

descripto que el aumento considerable de los procesos endocíticos en el estadio BSF responde 

a factores externos tales como la necesidad de la eliminación rápida de anticuerpos de la 

superficie celular del parásito como así también para la adquisición de los nutrientes (Engstler 

et al., 2007; Steverding et al., 1995). 

Por tanto, al comparar ambos estadios parasitarios, se puede destacar que T. brucei PCF 

presenta una endocitosis que ocurre a una velocidad y a una tasa de recambio de proteínas 

menor respecto a T. brucei BSF (Field et al., 2007). En contraste, en el estadio PCF se observa 

una mayor actividad de COP- I y COP- II (Demmel et al., 2011; Maier et al., 2001), cruciales para 

el transporte, el correcto procesamiento y la modificación de las prociclinas y otras proteínas 

esenciales antes de ser transportadas a la membrana plasmática (Field et al., 2007; Field & 

Carrington, 2009). Asimismo, mientras que en el estadio BSF, los mecanismos de reciclaje se 

encuentran exaltados, durante el estadio PCF, la vía de transporte hacia el lisosoma es la vía 

predominante (Field et al., 2007). 

En la forma proliferativa slender se ha descripto que la endocitosis presenta una tasa 
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sorprendentemente rápida pero aún insuficiente respecto a la forma stumpy, estadio en el 

cual el recambio (turnover) endocítico es incluso más rápido (Overath&Engstler, 2004). Esta 

particularidad tiene sentido si se tiene en cuenta que la forma short stumpy se encuentra pre- 

adaptado a la vida dentro del insecto vector con el fin de completar, eventualmente, en él su 

ciclo de vida. Finalmente, luego de la diferenciación, y ya en el insecto, la tasa de endocitosis 

se reduce radicalmente (Langreth & Balber, 1975; Overath & Engstler, 2004). El retorno al flujo 

endocítico incrementado ocurre en el estadio de tripomastigote metacíclico presente en las 

glándulas salivales de la mosca, que como se ha mencionado, resulta ser un estadio pre- 

adaptado a residir y colonizar al huésped mamífero. 

5.2.1.2 Diferencias entre estadios parasitarios en T. cruzi 
 

La endocitosis en T. cruzi varía de forma significativa a lo largo de su ciclo de vida. La actividad 

endocítica de los epimastigotes permite un crecimiento óptimo y la adaptación a las 

condiciones del intestino del vector, asegurando su preparación para la transformación a 

tripomastigotes metacíclicos. Los epimastigotes exhiben una endocitosis activa mediada por 

clatrina en el bolsillo flagelar, necesaria para su crecimiento en el intestino del vector (Dhir et 

al., 2004; Zuma et al., 2020). A través de este mecanismo, se internalizan macromoléculas y 

nutrientes presentes en el intestino. A diferencia de lo que ocurre en T. brucei y Leishmania, 

los epimastigotes de T. cruzi poseen una estructura adicional conocido como complejo 

citostoma- citofaringe (Zuma et al., 2020) (FIGURA 12), principal sitio de entrada de las 

macromoléculas en reemplazo del bolsillo flagelar. Esta estructura consiste en una abertura en 

la superficie de la membrana plasmática que se invagina profundamente. Las moléculas 

internalizadas, luego de pasar por la citofaringe, se dirigen a compartimentos intermedios de 

morfología túbulo- vesicular que se extienden desde la región perinuclear hasta la región 

posterior de la célula. 

El pH ácido junto con la cinética de transporte de carga sugiere que esta red se corresponde 

con los endosomas iniciales de la vía endocítica de T. cruzi. 

Durante la fase tripomastigote, el tráfico vesicular involucra la endocitosis, exocitosis y la 
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hospedador (Ley et al., 1990). 

5.3 Regulación del tráfico vesicular por GTPasas Rab 
 

Tal como en eucariotas superiores, la especificidad del transporte vesicular en los 

tripanosomas está a cargo de las GTPasas Rab (Dhir et al., 2004). Ya que el bolsillo flagelar 

constituye el único lugar de endocitosis en este parásito, las proteínas Rab están altamente 

especializadas para regular el tráfico vesicular (vías exocíticas, endocíticas y en la vía de 

transporte retrógrado), la captación de nutrientes y la remodelación de la membrana 

plasmática (Field & Carrington, 2009). Además, en T. brucei, las proteínas Rab están implicadas 

en la biogénesis del bolsillo flagelar, ya que están principalmente centradas en el reciclaje de 

proteínas de superficie como las VSG al bolsillo flagelar. La relevancia de los procesos 

endocíticos durante el estadio sanguíneo BSF, se refleja en la presencia de dos subpoblaciones 

de endosomas tempranos, TbRab5A y TbRab5B, respecto a la única población presente en 

células PCF (Field et al., 2007). TbRab5A actúa directamente en la internalización de moléculas 

desde la membrana plasmática (VSG y la transferrina endocitada por un receptor) y se localiza 

en vesículas endocíticas tempranas, mientras que TbRab5B desempeña un papel más activo 

en las etapas de transición y la maduración de los endosomas (Pal et al., 2002). Por su parte, 

TbRab11 participa en el reciclaje de vesículas, especialmente en la redistribución de proteínas 

VSG y regula la secreción de vesículas hacia el medio extracelular y la exocitosis en el bolsillo 

flagelar (Grünfelder et al., 2003; Hall et al., 2005; Umaer et al., 2018). Por lo tanto, mientras 

que la endocitosis mediada por Rab5 permite que las VSG a reemplazar sean retiradas de la 

superficie celular y degradadas en los compartimentos intracelulares, durante la exocitosis las 

nuevas VSGs sintetizadas en el RE y procesadas en el Golgi, son transportadas por vesículas 

exocíticas asociadas a Rab11 hacia la membrana plasmática para reemplazar a las VSG 

degradadas (Grünfelder et al., 2003; Hall et al., 2005; Umaer et al., 2018).  

Asimismo, las proteínas Rab también regulan el transporte mediante su interacción con 

proteínas de anclaje y motores moleculares que efectúan el transporte físico de las vesículas. 

Es así como Rab5 regula la captación endocítica y el transporte de vesículas a lo largo de los 

microtúbulos mediante la interacción con la dineína y Rab11 regula el transporte de vesículas 
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hacia la membrana plasmática, interactuando con motores de actina como miosina V, que 

dirige las vesículas hacia el bolsillo flagelar, donde ocurre la exocitosis. 

En T. cruzi, por su parte, el desafío es equilibrar el tráfico vesicular entre sus diferentes 

estadios ya que, en la fase de tripomastigote, el tráfico vesicular está orientado hacia la 

invasión celular y la evasión inmunológica, mientras que en la fase amastigote intracelular, el 

tráfico vesicular se adapta a funciones de degradación de nutrientes y mantenimiento de la 

homeostasis celular. En ambos estadios parasitarios, el transporte se encuentra guiado por 

TcRab11 y TcRab5 (Salassa et al., 2020; Wilkowsky et al., 2002). 

5.4 Exocitosis en eucariotas superiores y T. brucei 
 
Las vesículas extracelulares (EV) son un grupo heterogéneo de estructuras membranosas que 

derivan y se liberan de la célula. Estas estructuras son clasificadas por sus mecanismos de 

biogénesis o según su tamaño, por lo que se reconocen exosomas, microvesiculas (MV) y 

cuerpos apoptóticos (Trams et al., 1981) (FIGURA 20). Sin embargo, de manera general, se 

puede realizar una distinción de las EV en dos clases: los exosomas derivados de la vía 

exocítica, generalmente asociadas con la formación de MVB, y los ectosomas o microvesículas, 

los cuales son generados por brotación de la membrana plasmática. 

Mientras que los ectosomas, de entre 100 y 1000 nm, son liberados al espacio extracelular por 

brotación directa desde la membrana plasmática (György et al., 2011; Raposo & Stoorvogel, 

2013), los exosomas presentan entre 30 a 100 nm de diámetro y son secretados tras la fusión 

de los cuerpos multivesiculares (MVB) con la membrana plasmática (FIGURA 21). Aunque hay 

diferencias respecto a la biogénesis de ambas estructuras, los estudios en células de mamífero 

demostraron que ambas rutas comparten la misma maquinaria implicada en su generación: 

Tetraspanin (Hemler, 2003) y/o la maquinaria ESCRT (Colombo et al., 2013). 

Las bacterias y las células eucariotas utilizan las EV como un vehículo para transportar 

proteínas reguladoras, lípidos y ácidos nucleicos a las células vecinas, incluso, como medio de 

comunicación célula-célula, ya sea en una misma especie o entre distintas (Schorey et al., 

2015). Las que se producen durante una infección pueden derivar del patógeno o del huésped. 
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Las extensas funciones atribuidas a las EV se ven reflejadas en los diversos mecanismos 

llevados a cabo para su biogénesis y por su composición (Schorey et al., 2015). De hecho, cada 

especie secreta exosomas con un contenido especifico que modula una gran variedad de 

procesos biológicos (Choi et al., 2013) (FIGURA 22). Por ejemplo, los RNA transportados por 

los exosomas son los responsables de modular las interacciones parásito: parásito o parásito: 

células huésped. 

 

FIGURA 20. Esquema de las distintas vesículas extracelulares. Arriba. Las poblaciones principales 
incluyen exosomas, microvesículas y cuerpos apoptóticos. Para simplificar la Figura, no se muestra que 
las células liberen todos los tipos de vesículas. Abajo. Rangos de tamaño de los principales tipos de 
vesículas de membrana. Mientras que los exosomas comparten la distribución de tamaño con los virus, 
las microvesículas se superponen en tamaño con las bacterias y los agregados de proteínas (p. ej., 
complejos inmunes). Tanto los cuerpos apoptóticos como las plaquetas se encuentran en el rango de 
tamaño de 1 a 5 µm. Esquema modificado de György et al., 2011. 
 



51 

   
Introducción 

 

 

FIGURA 21. Biogénesis de 
exosomas. Los lípidos, las 
proteínas y los ácidos nucleicos 
se transportan a los MVB dentro 
de los ILV, que, tras la fusión del 
MVB con la membrana 
plasmática, se liberan como 
exosomas.  
Originalmente identificadas 
como una forma de liberar el 
receptor de transferrina de los 
reticulocitos en maduración, se 
ha demostrado que otras 
proteínas de la membrana 
plasmática se dirigen a los MVB 
a través de varios mecanismos y 
se liberan mediante exosomas. 

El ARN y las proteínas   citoplasmáticas también se transportan a los MVB, aunque los mecanismos que 
median este transporte son menos conocidos (indicados por la línea discontinua)(Schorey et al., 2015). 

En T. cruzi, las EV de los diferentes estadios del ciclo de vida han sido aisladas (Bonfim-Melo 

et al., 2018; Moreira et al., 2019; Neves et al., 2014). Los epimastigotes y los tripomastigotes 

metacíclicos secretan grandes ectosomas que brotan directamente desde la membrana 

celular que rodea el flagelo y pequeños exosomas, que presumiblemente derivan del MVB y 

que son liberados desde el bolsillo flagelar (Bayer-Santos et al., 2013). Estos datos sugieren 

que puede haber al menos dos vías de biogénesis de EV en T. cruzi (Camacho et al., 2023; Eliaz 

et al., 2017a). Tanto en T. cruzi como Leishmania spp, se ha observado que las EV liberadas 

interactúan y modulan la respuesta inmune de las células del huésped (Marcilla et al., 2014). 

En el caso de T. cruzi, las EV son consideradas reguladoras de la forma aguda y la forma crónica 

de la Enfermedad de Chagas, ya que median la modulación de la inflamación e intervienen en 

la señalización remota entre tripomastigotes extracelulares y amastigotes intracelulares en 

diversos nichos de células huésped (Torró et al., 2018) (FIGURA 22).   
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FIGURA 22. Arriba. La comunicación intercelular entre parásitos y con células hospedadoras 
proporciona mecanismos para el desarrollo de parásitos, la evasión inmunológica y la patología de la 
enfermedad. T. brucei BSF producen nanotubos membranosos que se originan en la membrana flagelar 
y se disocian en vesículas extracelulares libres (EV). Las EV contienen proteínas flagelares que 
contribuyen a la virulencia e infectividad en humanos. Además, las EV de tripanosomas también 
pueden fusionarse con eritrocitos del huésped mamíferos, lo que provoca una rápida depleción de 
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nutrientes, la temperatura y el pH bajos, el estrés nitrosativo y los desafíos impuestos por las 

células hospedadoras desencadenan su liberación (Camacho et al., 2023a; Vasconcelos et al., 

2021). En el caso de T. brucei, la formación de nanotubos in vitro se lleva a cabo mediante el 

silenciamiento de proteínas esenciales o por la adición medio de cultivo con suero activado 

(Szempruch et al., 2016) y se ha reportado que, la secreción de exosomas ocurre ante eventos 

de disrupción del proceso de trans-splicing del RNA como también ante situaciones de estrés 

como el shock térmico (Eliaz et al., 2017). Esto apunta a que la liberación de EV es un proceso 

estrechamente regulado en estos parásitos, con diferentes vías biogenéticas posiblemente 

activadas por diferentes factores estresantes. 

Durante la formación de los exosomas, uno de los eventos cruciales es la acumulación y 

transferencia de proteínas ubiquitinadas desde la membrana plasmática a los endosomas y 

las ILV. Según se ha reportado, los exosomas derivados de los MVB son generados a través de 

la maquinaria ESCRT. Al respecto, se ha descrito recientemente que el protozoario Giardia 

lamblia, aunque carece de una vía endolisosomal clásica, es capaz de liberar vesículas similares 

a exosomas dependiendo de la ATPasa Vps4 asociada a ESCRT, Rab11 y ceramidas. Además, 

el papel que cumple el subcomplejo ESCRT-III durante la formación de EV ha sido descripto en 

células de mamífero y, recientemente, en otros microorganismos eucariotas. En T. vaginalis, 

los análisis de datos proteómicos de exosomas y ectosomas aislados permitieron identificar a 

la proteína Vps32/ Snf7, como la proteína involucrada en la biogénesis, el transporte y la 

clasificación de las EV (Salas et al., 2022). Asimismo, se ha demostrado que Vps32 cumple 

un rol central en la regulación de la adhesión del parasito a las células prostáticas y 

contribuye a la patogénesis de T. vaginales. 
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FIGURA 23. Nanotubos de T. brucei BSF. Las secciones longitudinales a través de nanotubos 
revelaron unidades esféricas repetidas que se asemejan a las cuentas de un collar y se disponen por 
fuera del bolsillo flagelar en la superficie celular. A. TEM de nanotubos (flecha Negra, barra de escala 
400 nm). B. TEM de los nanotubos observados como unidades esféricas (flecha negra, barra de escala 
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500 nm). C. Vesículas extracelulares (EVs) libres (flechas rojas) en la superficie del tripanosoma 
visualizado por SEM. Barra de escala, 400 nm. D. Las imágenes de células vivas revelaron la dinámica 
de los nanotubos de membrana y las interacciones con múltiples células en marcos DIC secuenciales. 
Se puede evidenciar la conexión entre células a través de los nanotubos. E. Nanotubo naciente 
visualizado mediante TEM. Barra de escala, 100 nm. F. La sección delgada de TEM mostró la membrana 
flagelar (flecha verde, F) brotando (flecha roja) hacia el nanotubo (flecha azul, N). Barra de escala, 500 
nm. Imágenes extraídas de Szempruch et al., 2016. 

Sin embargo, en T. brucei, la maquinaria ESCRT aún no ha sido asociada directamente con la 

biogénesis de EV desde el bolsillo flagelar. De hecho, sólo se ha descripto que el silenciamiento 

génico de TbVps36, miembro de ESCRT-II, compromete la secreción de los exosomas (Eliaz et 

al., 2017) (FIGURA 24). Por lo tanto, en T. brucei sólo Vps36 ha sido descripto como un 

elemento critico durante la secreción de exosomas derivados de MVB (Eliaz et al., 2017). Por el 

contrario, mediante estos mismos estudios se reveló que no se inhibe la secreción de EV 

derivados de los nanotubos y que las mismas poseen características bioquímicas distintas a 

los exosomas clásicos debido a que su origen y su mecanismo de formación es completamente 

distinto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 24. El silenciamiento de Vps36 produce nanotubos próximos al bolsillo flagelar. Las imágenes 
de SEM de alta resolución corresponden a células antes del silenciamiento de TbVps36 (Tet-) y luego 
de 40 horas de silenciamiento (Tet+). En los paneles inferiores se exhibe la imagen en mayor aumento 
de la sección en rojo del panel superior (zoom) (Eliaz et al., 2017b). 
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Respecto a T. cruzi, las vías biogenéticas de las EV continúan siendo casi completamente 

desconocidas y aún no se han caracterizado proteínas ESCRT participantes a pesar de su 

presumible existencia (Leung et al., 2008). 

De manera similar, pocos han investigado la biogénesis de las EV de Leishmania, pero se han 

encontrado análogos de los subcomplejos ESCRT-I, ESCRT-II y ESCRT-III, cuyas funciones en la 

biogénesis de las EV, continúan sin explorarse (Leung et al., 2008). Los conocimientos respecto 

a la maquinaria ESCRT y su incidencia en la biogénesis de EV de los parásitos más estudiados 

gráficamente se detallan en la FIGURA 25. 
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FIGURA 26. Etapas de la citoquinesis. Paso 1: contracción de un anillo de actomiosina (naranja) 
durante la ingresión del surco. Paso 2: formación del Puente Intercelular (ICB) y del cuerpo medio 
(midbody) que contiene microtúbulos antiparalelos (líneas grises). Paso 3: adelgazamiento del ICB. 
Paso 4: reclutamiento de ESCRT-III al cuerpo medio. Paso 5: polimerización de ESCRT-III (curvas rojas) 
en un lado del cuerpo medio y corte de los microtúbulos. Paso 6: abscisión de la membrana del ICB 
(abscisión). Paso 7: liberación del remanente del cuerpo medio. Esquema modificado Andrade & 
Echard, 2022. 

 
5.6.1 ESCRT y citoquinesis 

 
Durante la división celular, el proceso de abscisión es dependiente de la maquinaria ESCRT. De 

hecho, la división celular es la función más antigua reconocida de ESCRT-III y Vps4 (Samson et 
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al., 2008b, 2008a). Además de su acción directa, ESCRT cumple un rol indirecto en la 

citoquinesis participando activamente en la coordinación y la regulación del tráfico vesicular 

cuando es reclutado en el cuerpo medio previo a la abscisión. 

Durante la citoquinesis, ESCRT es reclutado y se activa directamente en el cuerpo medio sin 

requerir la señalización de proteínas ubiquitinadas, lo cual hace que este evento sea 

independiente de la activación de ESCRT-0 (Carlton & Martin-Serrano, 2007; Morita et al., 

2007). En este contexto, los complejos ESCRT-I, ESCRT-II, y sobre todo ESCRT-III, son los 

principales subcomplejos que se reclutan en el sitio de abscisión.  

Cuando ESCRT es reclutado, se produce la interacción de dos proteínas clave: Tsg101/Vps23 y 

Alix (Bro-1 en S. cerevisiae), ambas pertenecientes ESCRT-I (Agromayor & Martin-Serrano, 

2013; Carlton et al., 2012a; Morita et al., 2007). Estas proteínas funcionan como proteínas 

adaptadores entre la membrana del puente intercelular y ESCRT-III. Específicamente, Alix 

interactúa directamente con CHMP4B (isoforma de CHMP4, ortólogo humano de Snf7/Vps32) 

lo cual estimula el ensamblaje del subcomplejo ESCRT-III (Pust et al., 2023). La manera en la 

que ESCRT-III se organiza espacialmente dentro del puente intercelular se observa en la 

FIGURA 27. 

 

FIGURA 27. Secuencia temporal de la organización estructural de ESCRT-III durante la etapa de 
abscisión. Los números indican las distintas etapas, desde las etapas tempranas a las etapas tardías de 
abscisión. En gris se destacan los microtúbulos y en rojo, ESCRT-III (Goliand et al., 2018). 

 
El tráfico vesicular hacia el cuerpo medio durante la división celular garantiza la correcta 
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segregación del contenido de material genético y de las estructuras subcelulares en ambas 

células hijas. Este transporte vesicular se encuentra regulado durante la citoquinesis por las 

proteínas Rab, las cuales contribuyen al reclutamiento de ESCRT en el cuerpo medio. Las Rab 

interactúan con los complejos a través de proteínas adaptadoras, por lo tanto, aunque el 

mecanismo no está completamente dilucidado, se ha propuesto que los efectores de Rab11 

(proteínas de la familia FIP o Rab11 Family-Interacting Proteins), podrían mediar una serie de 

interacciones que facilitan el reclutamiento de ESCRT (Schiel et al., 2012; Schiel & Prekeris, 

2013). Según este mecanismo, durante la citoquinesis, Rab11 asociada con FIP3 y los 

endosomas de reciclaje, contribuyen a direccionar las vesículas hacia el cuerpo medio, al 

tiempo que reclutan ESCRT-III. De esta manera, las interacciones entre FIP3 y Rab11, ayudan 

a posicionar a ESCRT-III en el lugar correcto para la abscisión (FIGURA 33). 

5.6.1.1 ESCRT-III durante la citoquinesis. 
 

Durante la citoquinesis, la mayoría de las proteínas ESCRT-III (CHMP1A/B, CHMP2A/B, CHMP3, 

CHMP4A-B-C, CHMP5, CHMP6, IST1, pero no CHMP7) son reclutadas en el cuerpo medio luego 

del estrechamiento de la membrana y polimerizan formando filamentos y anillos en el sitio de 

abscisión. De hecho, la microscopía 3D y la tomografía electrónica han mostrado filamentos 

helicoidales a lo largo de la superficie interna del cuerpo medio que se corresponden con los 

polímeros ESCRT-III (Guizetti & Gerlich, 2012). Particularmente, CHMP4, forma filamentos 

helicoidales cuando polimeriza sobre la superficie de la membrana plasmática, con la 

asistencia de CHMP2 y CHMP3. La polimerización y la organización de los polímeros en 

filamentos generan la curvatura de la membrana y la consecuente tensión. El mecanismo real 

de deformación y constricción de la membrana durante la citoquinesis es poco comprendido, 

por lo que se sugieren tres modelos alternativos al respecto (FIGURA 28). Dos modelos 

explican el mecanismo de deformación y constricción de la membrana a través de la 

internalización del filamento en el puente intercelular (FIGURA 28a-b) y uno de ellos involucra 

a los endosomas asociados con Rab11 (FIGURA 28c), los cuales se fusionan continuamente 

con la membrana plasmática dentro del cuerpo medio, estrechando así el puente intercelular 

(Elia et al., 2012; Guizetti & Gerlich, 2012; Schiel et al., 2012; D. Yang et al., 2008). Si bien en 
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este último modelo parecería no tener injerencia, de manera general, la ATPasa Vps4 es 

involucrada en el evento de abscisión final, luego del correspondiente reclutamiento de 

CHMP4B y antes del corte de membrana en el cuerpo medio (Bajorek et al., 2009). Tal como 

demuestra uno de los modelos más aceptados, el posible rol de Vps4 se focaliza en la 

remodelación de los polímeros unidos a la membrana, lo cual conduce a la tensión de la misma 

y la consecuente constricción (Elia et al., 2012; Guizetti & Gerlich, 2012) (FIGURA 28b). 

 

 

 
FIGURA 28. Esquemas de los tres modelos propuestos por los cuales se produce la constricción de 
las membranas durante la citoquinesis mediada por ESCRT-III (Guizetti & Gerlich, 2012). 

 
5.6.2 Regulación de la citoquinesis celular: participación de CHMP4 (Vps32) y Vps4 

 
Existe una relación directa entre los eventos endocíticos, la composición de las membranas y 

su tensión, los puntos de control de la citoquinesis y la maquinaria ESCRT-III. El NoCut 

checkpoint de la citoquinesis, evolutivamente conservado en eucariotas, responde a varias 

señalizaciones incluyendo la anormal presencia de puentes de cromatina en el puente 
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intercelular (Capalbo et al., 2012; Petsalaki & Zachos, 2019, 2021; Thoresen et al., 2014). Se 

ha descrito que, ante algún defecto en la segregación de los cromosomas, una proteína 

denominada ANCHR (Abscission/NoCut Checkpoint Regulator, también conocida como 

ZFYVE19) se asocia a Vps4 en el cuerpo medio, en un proceso dependiente de la Aurora 

quinasa B y CHMP4C (isoforma de CHMP4 de H. sapiens). Esta asociación impide que Vps4 se 

relocalice en el sitio de abscisión (FIGURA 29). Por lo tanto, se retrasa la separación final de 

las células hijas en respuesta a la presencia de cromatina atrapada en el puente intercelular, 

evitando así el daño en el ADN y la aneuploidía. Cuando se produce la desfosforilación de la 

Aurora quinasa B y ésta se inactiva, la retención de Vps4 en el cuerpo medio se alivia para 

permitir la abscisión (Thoresen et al., 2014). 

La fosforilación de CHMP4C por la Aurora quinasa B responde a otro punto de control de la 

citoquinesis e involucra al CPC (Chromosomal Passenger Complex). Este complejo produce la 

formación y estabilización de la zona media del huso y la regulación de la formación del anillo 

contráctil. Además, regula la ingresión del surco y el punto de control de la abscisión. El 

complejo CPC está compuesto por la proteína INCENP, Borealina, Survivina y Aurora B y su 

asociación modula la actividad de CHMP4C durante la citoquinesis tardía (Capalbo et al., 

2012). Este mecanismo de regulación contempla el estado cerrado y abierto de CHMP4C (no 

se incluye en él a sus parálogos CHMP4A y CHMP4B) con la participación de la                                

Aurora quinasa B (Capalbo et al., 2012). De acuerdo con ello, durante la citoquinesis tardía, el 

CPC se encuentra en el cuerpo medio, de manera que la Aurora quinasa B fosforila e inactiva 

a CHMP4C; mientras tanto, durante la etapa de abscisión, CPC se aleja del cuerpo medio y la 

Aurora quinasa B no puede fosforilar a CHMP4C, por lo cual ésta se mantiene activa, forma 

polímeros y produce el corte de membrana en el sitio de abscisión (FIGURA 30). 



65 

   
Introducción 

 

 

 
FIGURA 29. Punto de control de la abscisión mediada por VPS4. En la citoquinesis tardía, ANCHR y 
CHMP4C retienen a Vps4 en el cuerpo medio. Cuando se produce la desactivación de Aurora B, se 
produce la desfosforilación de CHMP4C lo cual resulta en la disociación del complejo ternario ANCHR- 
CHMP4C-Vps4. Esta liberación podría permitirle a Vps4 migrar al sitio de abscisión para ejercer su 
acción sobre ESCRT-III (Thoresen et al., 2014). 

Además de los mecanismos hasta aquí descriptos (Carlton & Martin-Serrano, 2007; Morita et 

al., 2007), se introdujo otro modelo de regulación de la abscisión por tensión de las 

membranas que involucra a ESCRT-III. Según el mismo, la tensión del puente intercelular 

modula la activación y la formación de los polímeros de ESCRT-III. Específicamente, se propuso 

que la alta tensión de la membrana resultante de las altas fuerzas de tracción sobre el puente 

intercelular inhibe el reclutamiento y ensamblaje de ESCRT-III (Lafaurie-Janvore et al., 2013). 

Este modelo, se asocia con el tráfico vesicular y la contribución de membranas. Al respecto, 

en células HeLa se ha descripto que las caveolas limitan la tensión del puente intercelular y 

favorecen la abscisión debido a que poseen la capacidad de aplanarse, proporcionar 

membrana adicional y amortiguar la tensión de la membrana plasmática previniendo su 

ruptura (Andrade & Echard, 2022; Del Pozo et al., 2021; Gervásio et al., 2011; Sinha et al., 

2011). 
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FIGURA 30. Regulación de CHMP4C por Aurora quinasa B durante la citoquinesis. A. Esquema de 
CHMP4C que indica la posición de los sitios target de fosforilación por parte de Aurora B. La interacción 
con Borealina y la fosforilación por Aurora B mantienen a CHMP4C en su estado "cerrado" en el cuerpo 
medio antes de la abscisión. C. Cuando CPC ya no está en el cuerpo medio, CHMP4C cambia su 
configuración espacial a un estado "abierto" y formar polímeros asociados a la membrana que median 
la abscisión (Esquema adaptado de Capalbo, 2012). 

Se ha descripto que, durante la citoquinesis, las caveolas se localizan en el cuerpo medio y en 

los puntos de entrada (Entry Points o EP) (FIGURA 31), definidos como la interfaz entre el 
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puente intercelular y ambos cuerpos celulares, controlando la tensión de las membranas 

(Andrade et al., 2022). De esta manera, la presencia de las caveolas disminuye la tensión de 

las membranas y consecuentemente, se produce el reclutamiento de ESCRT-III (Andrade et 

al., 2022; Andrade & Echard, 2022) (FIGURA 31). De hecho, se ha reportado que la pérdida 

completa de caveolas en el cuerpo medio y en el sitio de abscisión, conduce a la binucleación 

de las células y al retraso de la abscisión por la polimerización defectuosa de ESCRT-III (Andrade 

& Echard, 2022). 

 
 

FIGURA 31. Modelo de las caveolas regulando la tensión de ICB y la polimerización de ESCRT-III al 
sitio de abscisión. Nótese la desaparición progresiva de las caveolas (donde se representan los 
asteriscos), posiblemente por aplanamiento, en los puntos de entrada mientras las células progresan 
hacia la abscisión. Se propone que este aplanamiento de la membrana contribuye a una disminución de 
la tensión del Puente Intercelular (ICB), lo que promueve la polimerización de ESCRT-III y la abscisión por 
parte de CHMP4. Entry Point: Punto de entrada. Adaptado de Andrade et al., 2022.  

Tal como se ha mencionado a lo largo de este capítulo, la composición de las membranas 

regula el flujo endocítico y exocítico, y, asimismo, la composición lipídica influye en los 
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cambios de la tensión de las membranas. Por lo tanto, la tensión o la deformabilidad de la 

bicapa lipídica puede ser controlada por la presión osmótica, la presencia de invaginaciones 

de membrana (como caveolas) y por la exocitosis y endocitosis (Sens & Plastino, 2015). De 

esta manera, el transporte vesicular es parte responsable de los cambios de composición 

lipídica y de la tensión de las membranas, lo cual influye en el reclutamiento de los 

componentes de ESCRT. Este mecanismo puede observarse en la FIGURA 31. En el puente 

intercelular es sensado el cambio de tensión de la membrana, por lo que las caveolas se dirigen 

a este sitio para disminuir la tensión del puente intercelular, al tiempo que modulan la 

activación y polimerización de ESCRT-III. En este mecanismo también se ha descripto la 

participación de la Aurora B. Esta quinasa, cuando transloca a la parte central del cuerpo medio, 

estabiliza el puente intercelular a través de la polimerización de la actina. Esta polimerización 

de la actina aumenta la tensión de la membrana, por lo que, paralelamente, se inhibe el 

reclutamiento y polimerización de CHMP4 (Capalbo et al., 2012, 2016; Thoresen et al., 2014). 

En conclusión, la reducción de la tensión del puente intercelular es uno de los eventos 

upstream más importante que desencadena la localización de ESCRT-III en el sitio. 

5.6.3 Tráfico vesicular y citoquinesis 
 

El transporte de vesículas juega un papel crucial durante la citoquinesis, particularmente para 

la integridad del puente intercelular durante la abscisión, ya que las mismas transportan 

proteínas esenciales y membranas que son utilizadas no sólo para garantizar el proceso de 

abscisión, sino para remodelar y reparar las membranas luego del corte. Para ello, estas 

vesículas viajan y se fusionan con áreas específicas de la membrana plasmática, previo a la 

completa separación celular (Albertson et al., 2005; Frémont & Echard, 2018). Las vesículas 

derivan del aparato de Golgi, de los endosomas de reciclaje y parten de la vía secretoria 

general. 

Desde hace unos años es más evidente que la citoquinesis depende de la estrecha cooperación 

entre los elementos del citoesqueleto y las membranas lipídicas; de misma manera, mucho 

más se sabe sobre el tráfico de vesicular y su rol fundamental en la citoquinesis de células 
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animales. Ya en la década de 1930 se habían observado vesículas de un reservorio 

citoplasmático insertadas en el surco entre las dos células en división y se propuso que las 

mismas podían impulsar la fase de división de la citoquinesis (Frémont & Echard, 2018; 

Schetman, 1937). Actualmente, se reconoce el rol fundamental del tráfico vesicular en la 

formación del surco (Frémont & Echard, 2018). En humanos, la existencia de vesículas de 

membrana dentro del puente intercelular se informó mediante microscopía electrónica (EM) 

y, si bien la mayoría de las vesículas parecen derivar de los endosomas de reciclaje, también 

se han detectado vesículas derivadas del Golgi y de los endosomas tempranos (Frémont & 

Echard, 2018; Mullins & Biesele, 1977a, 1977b) (FIGURA 32). 

 

 
FIGURA 32. A. Puente intercelular y cuerpo medio (MB) fijados poco después de la telofase. Los 
microtúbulos están ausentes en la pequeña cresta del cuerpo medio (flecha). Bar 
0,5µmx22200(Mullins & Biesele, 1977b). B. Pequeñas vesículas (V) se agrupan cerca de la gran cresta 
en la parte del cuerpo medio (MR). Las flechas indican los canales citoplasmáticos a través de la parte 
media del cuerpo. MR: cuerpo medio. Barra, 0,5 µm. x 24.500 (Mullins & Biesele, 1977b). 

Se ha reportado que la perturbación del tráfico vesicular durante la citoquinesis altera la 

estabilidad del puente intercelular (Frémont & Echard, 2018). Durante la citoquinesis, las 

vesículas generadas se dirigen hacia la región del cuerpo medio proporcionando membrana 

adicional para el proceso de abscisión, dado que, conforme el anillo contráctil de actina y 

miosina se estrecha, la membrana plasmática requiere una expansión compensatoria de la 

superficie de la membrana (Frémont & Echard, 2018; Mullins & Biesele, 1977a). Las vesículas 
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son transportadas hacia la región de abscisión mediante elementos del citoesqueleto, 

quinesinas y dineínas, y una vez en el cuerpo medio, se fusionan con la membrana del puente 

intercelular (Zhu et al., 2005). En este contexto, las vesículas que transportan proteínas 

regulatorias esenciales para la abscisión se fusionan con la membrana para facilitar esta 

elongación. Por lo tanto, las vesículas sirven como carriers de proteínas ESCRT y otros factores 

involucrados en la remodelación y escisión de la membrana. Asimismo, participan en la 

reparación de la membrana ya que, durante la citoquinesis se puede provocar 

discontinuidades o daños locales. 

Aquellas vesículas transportadoras del complejo ESCRT al cuerpo medio durante la 

citoquinesis son principalmente vesículas derivadas de las rutas endocíticas y de reciclaje. 

Debido a que el sistema endocítico constituye el origen de estas vesículas, las mismas 

presentan una dotación especifica de proteínas Rab GTPasas, que controlan el tráfico vesicular 

en el contexto de la citoquinesis: Rab11 y Rab35 (Pust et al., 2023) (FIGURA 33). Además, 

Rab35 regula el tráfico de vesículas que contienen los componentes del complejo ESCRT-III 

(Schiel & Prekeris, 2013). En suma, la citoquinesis es regulada a través de la biogénesis y el 

tráfico vesicular, procesos que aseguran el suministro de membranas y proteínas necesarias 

para la remodelación del cuerpo medio y la abscisión (Frémont & Echard, 2018). 
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FIGURA 33. El modelo describe los dos mecanismos propuestos para regular la abscisión. En la 
citoquinesis tardía, el puente intercelular estabilizado por actina contiene tres tipos de endosomas: 
endosomas asociados a FIP3 (FIP3-endosomas en verde), endosomas asociados a Rab35 (Rab35- 
endosomas en rojo) o endosomas enriquecidos con PI3P (azul). Los endosomas median la 
despolimerización de la actina en el puente intracelular y el estrechamiento del puente. Este delgado 
puente luego es reconocido por CHMP4B que marca el sitio de abscisión y corta la membrana 
plasmática completando la citoquinesis (Schiel & Prekeris, 2013). 
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5.6.4 Ciclo Celular en T. brucei PCF 
 

En tripanosomátidos se describe una estricta regulación del posicionamiento de ciertos 

orgánulos a lo largo del ciclo celular. Y las dimensiones de kinetoplasto-núcleo y kinetoplasto- 

parte posterior se encuentran fijas durante el ciclo celular de T. brucei PCF. Asimismo, durante 

la división celular, el cuerpo del parásito incrementa su longitud y su diámetro al mismo 

tiempo que el nuevo flagelo se alarga. Esto es posible gracias a la extensión de los 

microtúbulos subpelicullares en el extremo posterior de la célula y a la inserción de nuevos 

microtúbulos entre los microtúbulos viejos (Vaughan & Gull, 2008). 

A diferencia de muchos otros eucariotas, algunas estructuras subcelulares tales como la 

mitocondria, el RE, el Golgi y el flagelo están presentes en una sola copia en células en la fase 

G1, y se replican en momentos definidos de la división celular (Archer et al., 2011; Matthews, 

2005) (FIGURA 34). De hecho, la duplicación del núcleo y el kinetoplasto son eventos 

independientes. 

En la fase G1 temprana, las células poseen un metabolismo activo focalizado en la síntesis 

proteica, exhiben un núcleo, el kinetoplasto, cuerpo basal, el pre-cuerpo basal, la mitocondria 

y el flagelo, el cual emerge desde el extremo posterior de la célula y se extiende a lo largo de 

la longitud del parásito hacia la cara anterior. En la fase G1 tardía, el pre-cuerpo basal madura 

a un nuevo cuerpo basal que se localiza en la base del nuevo flagelo (F), al tiempo que el 

kinetoplasto se encuentra en la fase S. Para este momento la célula consiste en 1 núcleo y 1 

kinetoplasto (1N1K). Para el final de la fase G1, el parasito posee una configuración 1N2K1F. 

En la fase S, los kinetoplastos y los cuerpos basales comienzan a separarse al tiempo que el 

nuevo flagelo comienza a elongarse anclado al viejo flagelo. De esta manera, finalizada la fase 

S el parásito presenta un núcleo, dos kinetoplastos, dos flagelos y dos cuerpos basales 

(1N2K2F). En la fase G2, tras la replicación del ADN nuclear, se forma el huso mitótico 

intranuclear que sirve como indicador del inicio de la mitosis (2N2K). Uno de los dos núcleos 

se posiciona entre ambos kinetoplastos asegurando, de esta manera, dos "grupos" de 

orgánulos citoplasmáticos listos para la escisión (Vaughan & Gull, 2008) (FIGURA 34). La 

envoltura nuclear se mantiene durante la mitosis y el CPC se traslada desde el huso mitótico 
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previo a la citoquinesis. Ya durante la citoquinesis, el CPC se mueve junto al surco (línea de 

puntos) desde la zona anterior hacia la zona posterior (Archer et al., 2011). De esta manera, 

al finalizar la mitosis, se forman dos células cada una con un núcleo, un kinetoplasto y un 

flagelo. 

 

FIGURA 34. Representación de células T. 
brucei PCF progresando a través del ciclo 
celular. Antes de la citoquinesis, el CPC se 
reubica desde el huso a la parte anterior 
de la célula (círculo rosa, panel inferior) 
donde se mueve con el surco de anterior 
a posterior (línea de puntos). K: el 
kinetoplasto (K). N: núcleo. B: cuerpo 
basal (rectángulo azul) y pre-cuerpo basal 
(rectángulo rojo), mitocondrión (rosa); 
antiguo flagelo (verde), que emerge del   
extremo posterior de la célula (izquierda) 
pero está atado al lado dorsal de la célula 

a lo largo de su 
longitud. Esquemas 
extraídos de (Archer 
et al., 2011; Field & 
Carrington, 2009) 
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5.6.4.1 Citoquinesis en T. brucei: rol del corset subpelicullar 

 
En T. brucei, la citoquinesis no depende de un anillo contráctil de actomiosina, sino de la 

reorganización de los microtúbulos del corset subpelicullar. La reorganización de los 

microtúbulos durante la citoquinesis es un proceso complejo que involucra la coordinación de 

la despolimerización y redistribución local de microtúbulos para permitir la formación del 

surco de división, guiado por el crecimiento del flagelo y asistido por el tráfico vesicular 

(Sinclair et al., 2021). El surco de división se inicia en la parte posterior de la célula (cerca de 

la región del flagelo) y progresa hacia adelante. A medida que este surco avanza, los 

microtúbulos del corset subpelicullar se desplazan de manera de permitir la invaginación de 

la membrana plasmática y la constricción del cuerpo celular. Este proceso se lleva a cabo por 

mecanismos de despolimerización y reorganización local de algunos microtúbulos en la región 

de división, mientras que la mayor parte de los microtúbulos del corset permanecen intactos 

para mantener la forma y el citoesqueleto íntegro de las células hijas (Hammarton et al., 2007). 

En T. brucei, la formación del surco de división también se ve influenciada por el nuevo flagelo 

y el FAZ asociado. Ambas estructuras definen la posición y la dirección de entrada del surco, 

lo que también determina el eje de corte de ambas células hijas. El surco queda dispuesto 

entre el viejo y el nuevo flagelo y cada célula hija posee su flagelo apuntando en sentido 

opuesto al del otro. Luego, el batido de los flagelos provocaría una fuerza mecánica necesaria 

para la escisión final de ambas células. 

FIGURA 35. Esquema del ciclo celular de la forma 
procíclica de T. brucei. Principales etapas del ciclo 
celular y se detalla la separación de las células 
durante la citoquinesis. Las flechas violetas 
esquematizan el movimiento de los flagelos y el 
sentido opuesto de la fuerza que éste ejerce. 
Esquema modificado de Ralston & Hill, 2008. 
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5.6.5 Puntos de control del ciclo celular de T. brucei 

T. brucei PCF carece de un punto de control entre la mitosis y la citoquinesis o se presume que 

son capaces de saltear este punto de control. Por lo tanto, aun cuando la mitosis se ve afectada 

por una intervención química, la forma procíclica es capaz de completar la citoquinesis. Por lo 

tanto, en T. brucei, la configuración 2N2K es el primer tipo celular que se acumula cuando la 

citoquinesis se encuentra alterada (Hammarton et al., 2007). También es muy curioso que un 

error en la replicación del ADN nuclear no impide la citoquinesis (Akiyoshi & Gull, 2013), 

mientras que la inhibición de la duplicación del cuerpo basal o de su segregación producen el 

arresto y se bloquea la citoquinesis (Li, 2012). 

En la forma sanguínea, en cambio, el bloqueo en la mitosis inhibe la citoquinesis, pero las 

sucesivas rondas de síntesis del ADN nuclear o la replicación y segregación del kinetoplasto no 

bloquean la citoquinesis. De esta manera, se generan células gigantes de ADN poliploide que 

no son capaces de separarse (Jones et al., 2014). Además, la citoquinesis es inhibida por 

defectos en la duplicación del cuerpo basal, el flagelo o el Golgi como así también cuando se 

reduce la disponibilidad de VSG en la superficie celular (Hammarton et al., 2007).  

En T. brucei PCF, la Aurora quinasa AUK1 ha sido identificada como iniciadora de la 

citoquinesis. Se han identificado tres genes que codifican para Aurora B quinasa, sin embargo, 

a través de varios ensayos se demostró que sólo un gen TbAUK1 es un gen funcional, al menos 

en el estadio PCF (Tu et al., 2006). TbAUK1 fue involucrada en el ensamblaje del uso mitótico 

y fue definido por los autores como un ortólogo de la Aurora B humana. En el caso de T. brucei 

BSF, a TbAUK1 no se le pudo atribuir el rol de iniciadora de la citoquinesis debido a que, en 

este estadio, la inhibición de la mitosis previene la citoquinesis. 

Tal como se ha descripto en células de mamífero, T. brucei presenta un CPC compuesto por la 

quinasa Aurora B y otras proteínas conservadas. Sin embargo, el mismo expresa un CPC 

inusual que consiste básicamente en TbAUK1 y dos proteínas específicas del kinetoplasto: 

TbCPC1 and TbCPC2 (Hu et al., 2014; Li, 2012). El CPC en T. brucei, con TbAUK1 como 

componente central, regula la división celular mediante la fosforilación de proteínas del huso 

mitótico, la reorganización de microtúbulos del corset subpelicullar y la facilitación del tráfico 



76 

   
Introducción 

 

 

vesicular en la zona de división. 

5.6.6 Citoquinesis y Transporte vesicular en T. brucei 

Es evidente la relación entre el transporte vesicular, la composición de las membranas y la 

citoquinesis. En T. brucei BSF, los ensayos que involucraron el silenciamiento génico de VSG 

mediante RNAi mostraron células de fenotipo 2N2K sin surco de ingreso formado, sugiriendo 

el arresto pre-citoquinesis. Por lo tanto, los autores destacaron la posibilidad de que las células 

BSF hayan desarrollado un nuevo punto de control que detecta la falla de la síntesis de VSG 

para garantizar que las células no se dividan en ausencia de una protección adecuada de la 

superficie celular (Hammarton et al., 2007). Respecto a la dotación molecular de la superficie 

celular, se ha descripto que la síntesis de fosfoinosítidos resulta esencial para la división del 

parásito, proveyendo algunas de las primeras evidencias de la incidencia de las vías de 

señalización de los fosfoinosítidos sobre la regulación de la citoquinesis (Rodgers et al., 2007). 

De hecho, los autores demostraron que la síntesis de PI4P (fosfatidilinositol-4-fosfato) por la 

enzima TbPI4KIII (Phosphatidylinositol 4-kinase III-beta) es esencial para el crecimiento y la 

morfología normal de T. brucei PCF al tiempo que se reveló que esta quinasa es esencial para 

el mantenimiento de la estructura del Golgi, el transporte de proteínas, la forma celular 

normal y la citoquinesis. La importancia de los fosfoinosítidos en el transporte vesicular y la 

citoquinesis, también se ilustra con el hallazgo de que la depleción de TbVps34, una 

fosfatidilinositol-3-quinasa de clase III, causa un defecto en la exportación de VSG a la 

superficie celular, además de su efecto sobre la segregación del Golgi (Hall et al., 2006). 

En nuestro laboratorio se ha caracterizado la proteína serina treonina quinasa TbVps15, 

habiéndosele asignado un rol en el mantenimiento de la citoquinesis, la endocitosis y el 

transporte intracelular (Schoijet et al., 2018). En estos estudios se registró que las células 

knockdown RNAiTbVps15 poseían su capacidad de crecimiento inhibida y el bloqueo de la 

citoquinesis. Asimismo, se evidenció que TbVps15 forma un complejo con TbVps34, tal cual 

como ocurre en levaduras (Schoijet et al., 2018). A partir de todo ello, se puede evidenciar que 

hay un punto en común entre estas proteínas: los componentes de las membranas, el 

transporte de moléculas y la citoquinesis. Si bien no hay estudios que vinculen directamente 
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la presencia de vesículas en el surco de ingreso con la citoquinesis en estos organismos, hay 

autores que consideran la probable necesidad de la remodelación del citoesqueleto y de la 

membrana gracias a la posible acumulación de proteínas en el punto de unión entre las células 

hijas, producto del transporte vesicular. Este proceso sería análogo a la acumulación de 

proteínas que ocurren en el cuerpo medio de las células de mamífero (Hammarton et al., 

2007). Hay que destacar también, que una parte fundamental es la relación del tráfico 

vesicular con los microtúbulos del corset subpelicullar ya que guían el transporte de vesículas 

hacia el sitio de división, facilitando la expansión de la membrana y la separación de las dos 

células hijas. Este proceso es fundamental para asegurar que ambas células reciban el material 

necesario para formar membranas completas y funcionales, además de asegurar la 

distribución de organelos como el núcleo y el kinetoplasto. 
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5. Determinar la participación de Vps32 en el transporte endocítico hacia el lisosoma. 

6. Determinar la participación de Vps32 en el ciclo celular y, específicamente, si posee 

una incidencia en la citoquinesis y en algún punto de control del ciclo celular relacionado. 

7. Evaluar las características particulares de la estructura secundaria de Vps32 y sus 

regiones regulatorias. Asimismo, determinar la estructura tridimensional de la proteína in 

silico para evaluar la conservación estructural de la región N-terminal (NTR) y la divergencia 

característica de la región C-terminal (CTR), como así también la dinámica general de la 

proteína. 

    Adicionalmente, considerando que los objetivos previamente expuestos podrían aportar 

información sobre procesos clave en estos tripanosomátidos, nos proponemos como objetivo 

complementario identificar nuevos blancos terapéuticos potenciales para el tratamiento de 

las enfermedades causadas por estos organismos complejos. 
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centrifugó a 2000 xg a 4°C, se descartaron los restos celulares y se obtuvo el extracto crudo.  

Alternativamente, se procedió a utilizar el siguiente protocolo: se tomó un volumen de 

parásitos de aproximadamente 107 parásitos/mL y se procedió a la centrifugación a 4°C 

durante 10 min a 800 RFC. Luego, se descartó el sobrenadante y el pellet fue lavado con PBS 

1X. Luego, se agregaron 200 µL de Buffer hipotónico y se incubaron en hielo durante 30 min. 

Posteriormente, se sonicó a 25 KHz 30 min.  

Se tomó 24 µL, se colocó 6 µL de CB5X y se procedió a calentar a 99 °C durante 7 min o 10 min. 

Los extractos fueron guardados a -80 °C. 

Determinación de la concentración proteica mediante el método de Bradford  

(Bradford, 1976).  

A 10 mL de cada muestra se le agregó 190 mL de reactivo de Bradford y se hicieron las lecturas 

de absorbancia a 620 nm en placas de poliestireno de 96 pocillos. Cada muestra se mide por 

duplicado. Se utiliza una curva patrón de seroalbúmina bovina (BSA) para la determinación de 

la concentración proteica de las muestras por interpolación. 

Electroforesis de proteínas en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)  

Entre 50-80 µg de proteínas totales para extractos de parásitos se mezclan con Buffer de 

siembra para proteínas 5x, hervidos 5 min y sembrados en geles de poliacrilamida (10-12%) 

desnaturalizantes. La corrida electroforética se realizó en buffer Tris-glicina con SDS al 0,1% a 

una corriente eléctrica constante de 35 mA por gel. 

Western blot  

Las muestras resueltas en SDS-PAGE son luego transferidas a membrana de nitrocelulosa o 

PVDF. Estas son además teñidas con Rojo Ponceau para evaluar la calidad de la transferencia. 

Posteriormente, las membranas se bloquean con una solución de bloqueo (3% p/v de leche 

descremada en buffer TBS 1X, Tween-20 0,1% v/v -TBS-T-) durante 1-2 horas a temperatura 

ambiente en agitación o durante toda la noche a 4°C. Completado este proceso de bloqueo, 

la solución se descarta y se procede a la incubación de las membranas con la dilución del 

anticuerpo primario por 1-2 horas a temperatura ambiente (en algunos casos toda la noche a                     

4 °C). Al retirar la solución del anticuerpo primario se realizaron 3 lavados de 5 min cada uno 

con TBS-T para luego agregar la solución del anticuerpo secundario conjugado (diluciones en 

solución de bloqueo). La incubación con este anticuerpo es de 1-2 horas a temperatura 
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concentración de antibiótico 62,5 µg/mL y 125 µg/mL a la botella.  

 
FIGURA 1. Proceso de selección clonal en T. cruzi. A. Los cultivos transfectados son transferidos desde 
la botella a la primera fila de la placa de 24 pocillos. Lo mismo se realiza para los controles negativos. 
En ambas placas, las células de cada pocillo son incubadas con concentraciones específicas del 
antibiótico de selección. B. Luego de culminada cada semana de selección, las células de cada pocillo 
son centrifugadas y resuspendidas en medio fresco suplementado con la concentración específica del 
antibiótico de selección.   

 
Transfección de T. brucei estadio procíclico (PCF) 
Dia 1. Transfección 

Partiendo de un cultivo de concentración inicial 5.106 parásitos/mL, se toman 
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ClustalW http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2)  
Compute pI/Mw 

ExPASy 
https://web.expasy.org/compute_pi/ 

Protein Isoelectric 
Point (SMS) 

https://www.bioinformatics.org/sms2/protein_iep.html 

DrawCoil 1.0 https://grigoryanlab.org/drawcoil/ 
GPS 2.1 

(Xue et al., 2008) 
 

https://gps.biocuckoo.cn/download.php 

InterProScan http://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence/ 
Jpred https://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/ 
PrDOS http://prdos.hgc.jp/cgi-bin/top.cgi 

Protein Isoelectric 
Point 
SMS 

https://groups.molbiosci.northwestern.edu/matouschek/links/sms2/pro
tein_iep.html 

RaptorX http://raptorx.uchicago.edu  
Swiss Model https://swissmodel.expasy.org/ 
TrypanoFAN http://trypanofan.bioc.cam.ac.uk/trypanofan/main/  

UCSF Chimera https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/related/related.html 
 

VectorNTI8 http://es-ar.invitrogen.com/site/mx/es/home/Products-and-Services/ 
Webcutter 2.0 

Webcutter 2.0 http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/  
ImageJ https://imagej.net/ij/download.html 
FlowJo https://www.flowjo.com/ 

 

 

 

 

 

 
 
 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2
https://gps.biocuckoo.cn/download.php
https://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/
http://prdos.hgc.jp/cgi-bin/top.cgi
http://raptorx.uchicago.edu/
https://swissmodel.expasy.org/
http://trypanofan.bioc.cam.ac.uk/trypanofan/main/
https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/related/related.html
http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_013125.1?report=genbank&log%24=prottop&blast_rank=1&RID=9WSK3KX4014
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agrupamiento de las secuencias proteicas de organismos de entrada (cuyos genomas están 

completamente secuenciados y los genes correctamente anotados) con el objetivo de formar 

un árbol taxonómico que refleje cuán estrechas son las relaciones entre organismos entorno 

al gen analizado. De manera que, a través de esta herramienta se logra obtener un listado de 

organismos eucariotas cuyos genes homólogos se encuentran estrechamente relacionados a 

la secuencia de interés. Bajo este concepto, obtuvimos un listado de organismos eucariotas 

cuyos genes presentan el motivo Snf7 característico de la familia ESCRT: Homo sapiens, Pan 

troglodytes, Canis lupus familiaris, Bos taurus, Mus musculus, Danio rerio, Rattus 

norvegicus, Arabidopsis thaliana, Gallus gallus, Anopheles gambiae, Drosophila melanogaster, 

Neurospora crassa y Saccharomyces cerevisiae. La secuencia proteica de cada organismo fue 

utilizada como templado en la herramienta BLASTP de la base de datos de tripanosomátidos 

TritrypDB (www.tritrypdb.org) y las secuencias de mayor score y menor E-value de la cepa CL 

Brener fueron consideradas secuencias candidatas para TcVps32 de Trypanosoma cruzi. Se 

obtuvieron seis secuencias: tres pertenecientes al haplotipo Esmeraldo-like denominadas 

TcCLB.511589.250, TcCLCLB.509393.10 y TcCLB.511001.100 y tres pertenecientes al haplotipo 

Non-Esmeraldo-like denominadas TcCLB.511229.100, TcCLB.507491.140 y TcCLB.506957.110 

(TABLA 1). 
 

ESMERALDO-LIKE  Saccharomyces 
cerevisiae 

Homo sapiens 

TcCLB.511589.250 score 53,9 89,7 

E-value 2.10-8 4.10-21 

ID/Similitud (%) 27,3/51,4 33,3/54 

TcCLB.509393.10 score 49,3 47,8 

E-value 1.10-8 3.10-6 

ID/Similitud (%) 20,6/42,9 20,3/39,8 

https://es.wikipedia.org/wiki/Homo_sapiens
https://es.wikipedia.org/wiki/Pan_troglodytes
https://es.wikipedia.org/wiki/Pan_troglodytes
https://es.wikipedia.org/wiki/Canis_lupus_familiaris
https://es.wikipedia.org/wiki/Canis_lupus_familiaris
https://es.wikipedia.org/wiki/Bos_taurus
https://es.wikipedia.org/wiki/Danio_rerio
https://es.wikipedia.org/wiki/Rattus_norvegicus
https://es.wikipedia.org/wiki/Rattus_norvegicus
https://es.wikipedia.org/wiki/Arabidopsis_thaliana
https://es.wikipedia.org/wiki/Arabidopsis_thaliana
https://es.wikipedia.org/wiki/Gallus_gallus
https://es.wikipedia.org/wiki/Anopheles_gambiae
https://es.wikipedia.org/wiki/Drosophila_melanogaster
https://es.wikipedia.org/wiki/Neurospora_crassa
https://es.wikipedia.org/wiki/Saccharomyces_cerevisiae
http://www.tritrypdb.org/
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TcCLB.511001.100 score - 43,9 

E-value - 5.10-5 

ID/Similitud (%) - 25,9/44,9 

NON-ESMERALDO-LIKE    

TcCLB.511229.100 score 53,9 90,9 

E-value 2.10-8 2.10-21 

ID/Similitud (%) 27,7/51,4 32,9/54 

TcCLB.507491.140 score 49,7 46,6 

E-value 7.10-7 7.10-6 

ID/Similitud (%) 24,88/24,39 20,6/39,3 

TcCLB.506957.110 score - 43,9 

E-value - 5.10-5 

ID/Similitud (%) - 25,9/44,9 

TABLA 1. Búsqueda de secuencias homólogas para TcVps32 mediante la herramienta Blastp de la 
base de datos TritrypDB. Se exhiben los resultados obtenidos para S. cerevisiae y H. Sapiens, 
organismos cuyas Vps32 han sido ampliamente caracterizadas. Se restringió la búsqueda a la cepa CL 
Brener y se consideraron las secuencias con mayor score y menor E-value. Los porcentajes de identidad 
(%ID) y de similitud fueron obtenidos mediante ClustalW realizando un alineamiento global de a pares. 
En negrita se hallan resaltados los resultados de mayor score, E-value e identidad de cada secuencia. El 
listado completo de organismos analizados se encuentra en el apéndice I. 

 
En la TABLA 1 se puede visualizar, de manera general, que el número de secuencias 

encontradas difiere entre S. cerevisiae y H. sapiens, hecho que se repite con otros organismos 

analizados (Tabla apéndice I). Es decir, iniciando la búsqueda con la secuencia de S. cerevisiae 

se encontraron dos secuencias Esmeraldo-like y dos secuencias Non-Esmeraldo- like en 

T. cruzi, mientras que al iniciar la búsqueda con H. sapiens, se encontraron tres de cada 

haplotipo.  

Al comparar las secuencias TcCLB.511589.250 Esmeraldo-like y TcCLB.511229.100 Non-
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Esmeraldo-like con la secuencia de Vps32 de Homo sapiens (CHMP4B), se obtienen datos 

significativos de score (89,7 y 90,9 respectivamente) y de E-value (4.10-21 y 2.10-21 

respectivamente). Asimismo, la identidad/similitud entre TcCLB.511589.250 Esmeraldo-like y 

CHMP4B fue de 33,3/54%, mientras que la identidad/similitud entre TcCLB.511229.100 Non-

Esmeraldo-like y CHMP4B fue de 32,9/54%. Estos resultados fueron relevantes si se toma en 

cuenta que el alineamiento de las secuencias proteicas Snf7 (S. cerevisiae) y CHMP4B (H. 

Sapiens) mediante ClustalW, arrojó 37,9% de identidad y 54,3% similitud. Por lo tanto, estos 

resultados, podrían sugerir que las secuencias encontradas en T. cruzi, TcCLB.511589.250 

Esmeraldo-like y TcCLB.511229.100 Non-Esmeraldo-like, podrían ser potenciales candidatas a 

TcVps32. Hasta aquí es notable que estas secuencias presentaron mayor identidad con su 

ortólogo en H. sapiens (aproximadamente 33%) respecto a su ortólogo Snf7 de S. cerevisiae 

(27%) (TABLA 1). 

Por otro lado, las secuencias TcCLCLB.509393.10 Esmeraldo-like y TcCLB.507491.140 Non- 

Esmeraldo-like presentaron similares valores de score y E-value; y mayor homología con 

Vps32 de S. cerevisiae; sin embargo, la identidad no superó el 30% (TABLA 1). 

Finalmente, las secuencias TcCLB.511001.100 Esmeraldo-like y TcCLB.506957.110 Non-

Esmeraldo-like son las únicas que se encontraron cuando la secuencia proteica CHMP4B                   

(H. sapiens) se utilizó como templado en TritrypDB. Las mismas presentaron 25,9/44,9% de 

identidad/similitud con CHMP4B y los valores de score y E-value resultaron ser poco 

significativos (ambos de 5.10-5) respecto a los obtenidos para las secuencias TcCLB.511589.250 

Esmeraldo-like y TcCLB.511229.100 Non- Esmeraldo-like (4.10-21 y 2.10-21, respectivamente). 

Por lo tanto, hasta este punto de nuestro análisis, las secuencias TcCLB.511589.250 

Esmeraldo-like y TcCLB.511229.100 Non-Esmeraldo-like podrían sugerirse como las 

candidatas más posibles para TcVps32 de T. cruzi.  

Algo curioso que surge del análisis, es que, si se observan los valores de identidad, score y                   

E-value, se evidencia cierta relación entre secuencias de haplotipos distintos lo cual será 

analizado en detalle a la brevedad. 
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Con el objetivo de profundizar el análisis, la presencia del motivo Snf7 en cada una de las 

secuencias fue confirmada a través de la herramienta predictora de regiones funcionales y 

dominios proteicos InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence/) y las 

posiciones abarcadas por este motivo fueron anotadas (TABLA 1.2). Paralelamente, se 

estableció la identidad entre secuencias del mismo haplotipo. Para ello, fueron analizadas de 

manera pareada y global mediante ClustalW las secuencias Esmeraldo-like TcCLB.511589.250, 

TcCLCLB.509393.10 y TcCLB.511001.100 por un lado, y las secuencias Non-Esmeraldo-like 

TcCLB.511229.100, TcCLB.507491.140 y TcCLB.506957.110 por el otro (TABLA 1.2). 
 

CL Brener Esmeraldo-like 
 

ID/ Similitud 
(%)* 

 
 

TcCLB.511589.250 

 
 

TcCLB.509393.10 

 
 

TcCLB.511001.100 

Dominio 
(inicio- final) 

***  

Longitud de la 
proteína(aa) y 

gen (pb) 
 

TcCLB.511589.250 
 

100 
 

21,8/44 
 

25,2/45,9 
Snf7 (29-202) 227 aa/ 

684 pb 
 

TcCLB.509393.10 
 

21,8/44 
 

100 
 

19,9/41,4 
Snf7 (29-202) 219 aa/ 

660 pb 
 

TcCLB.511001.100 
 

25,2/45,9 
 

19,9/41,4 
 

100 
Snf7 (11-201) 221 aa/ 

666 pb 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

TABLA 2. Identidad/similitud de secuencias CL Brener Esmeraldo-like y CL Brener Non-Esmeraldo- 
like. Los alineamientos se realizaron con ClustalW (*). Se incluye los resultados obtenidos con la 
herramienta InterProScan (**) y las características genómicas de cada secuencia. 
 

Tal como se observa en la TABLA 2, el análisis nos permitió confirmar que las secuencias 

miembros de un haplotipo no presentan identidad alguna entre sí. Entre las secuencias 

Esmeraldo-Like, TcCLB.511589.250 y TcCLCLB.509393.10 se evidenció 21,8/44% de 

identidad/similitud; entre TcCLB.511589.250 y TcCLB.511001.100 se obtuvo 25,2/45,9% de 

identidad/similitud y entre TcCLCLB.509393.10 y TcCLB.511001.100 se halló 19,9/41,4% de 

CL Brener Non-Esmeraldo-like 
 

ID/ Similitud 
(%)* 

 
 

TcCLB.511229.100 

 
 

TcCLB.507491.140 

 
 

TcCLB.506957.110 

Dominio 
(inicio- 
final) 
***  

Longitud de 
la 

proteína(aa) y 
gen (pb) 

 
TcCLB.511229.100 

 
100 

 
22/43,2 

 
24,8/45,9 

Snf7 (29-202) 227 aa/ 
684 pb 

 
TcCLB.507491.140 

 
22/43,2 

 
100 

 
21,1/39 

Snf7 (28-202) 219 aa/ 
660 pb 

 
TcCLB.506957.110 

 
24,8/45,9 

 
21,1/39 

 
100 

Snf7 (11-201) 221 aa/ 
666 pb 

http://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence/
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identidad y similitud respectivamente. Cuando se analizaron las secuencias del haplotipo Non-

Esmeraldo-like, entre las secuencias TcCLB.511229.100 y TcCLB.507491.140 la 

identidad/similitud fue 22/43,2% y entre TcCLB.511229.100 y TcCLB.506957.110 la 

identidad/similitud obtenida fue 24,8/45,9%; de la misma manera cuando se comparó 

TcCLB.507491.140 y TcCLB.506957.110 la identidad/similitud fue 21,1/39%. Estos resultados 

nos permitieron confirmar que las secuencias miembros de un mismo haplotipo no presentan 

identidad alguna entre sí. 

Las secuencias candidatas TcVps32 de haplotipos distintos presentan características 

genéticas idénticas. 

Cada secuencia fue analizada respecto a la descripción reportada en la base de datos y a las 

características génicas (longitud genómica/proteína, ubicación cromosómica, presencia y 

ubicación de dominios proteicos), las cuales curiosamente eran idénticas entre secuencias de 

haplotipos distintos (TABLA 3). La idéntica localización cromosómica observada entre 

secuencias de haplotipos distintos, nos permitió generar grupos de pares compuestos por una 

secuencia Non-Esmeraldo-like y una secuencia Esmeraldo-like. Con el objetivo de determinar 

la homología e identidad entre secuencias del mismo par, ambas fueron alineadas de manera 

global mediante el ClustalW. El primer par analizado compuesto por TcCLB.511589.250 

Esmeraldo-like y TcCLB.511229.100 Non- Esmeraldo-like arrojó 99,1% identidad y 100% 

similitud; el segundo par conformado por TcCLCLB.509393.10 Esmeraldo-like y 

TcCLB.507491.140 Non-Esmeraldo-like arrojó 97,7% de identidad y 98,6% de similitud; y por 

último el par compuesto por TcCLB.511001.100 Esmeraldo-like y TcCLB.506957.110 Non-

Esmeraldo-like arrojo 100% de identidad y similitud (TABLA 3). Estos resultados confirmaron 

la estrecha relación entre secuencias de haplotipos distintos previamente observada, cuando 

se realizó la búsqueda de secuencias ortólogas en T. cruzi (TABLA 1). 
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A. 

 
 

B. 

 
FIGURA 2. Motivo MIM. A Las secuencias proteicas por encima de la línea negra corresponde a 
proteínas ESCRT-III cuyos motivos MIM, (D/E) xxLxxRLxxL (K/R), se encuentran conservados y 
manteniendo las posiciones que se detallan en la figura entorno a una posición 0 (cero) o central 
que corresponde al aminoácido arginina (R). Por debajo de la línea, se detallan las proteínas cuyos 
motivos MIM divergen respecto a las secuencias por encima de la línea negra divisoria. B Búsqueda 
de motivo MIM en las secuencias candidatas TcVps32. El alineamiento global y múltiple realizado 
mediante Clustal Omega demuestra que se mantiene la posición +1 y +2, ambas correspondientes 
a Leu (L) y en las posiciones -2, -1, y 0 se observan aminoácidos idénticos al motivo MIM de Snf7 
(Vps32) en las secuencias TcCLB.511589.250 Esmeraldo-like y TcCLB.511229.100 Non-Esmeraldo-
like. 
 

En proteínas cuyos motivos MIM se encuentran conservados (Vps2, Did2, CHMP1A, CHMP1B y 

CHMP2A), se puede observar a la arginina (R) en la posición 0 (cero) o central. En esta posición, 
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TcCLB.511589.250 

CL Brener Esmeraldo-like 

 
27,3/51,4 

 
22,5/47,1 

 
22/41,9 

Homo sapiens 

ID/Similitud (%) * CHMP4a CHMP4B CHMP4C CHMP5 CHMP6 
 

TcCLB.511589.250 
CL Brener Esmeraldo-like 

 
33,8/53,8 

 
33,3/54 

 
29,3/49,4 

 
24/48 

 
23,1/45 

TABLA 5. Análisis de Identidad/similitud de la secuencia TcCLB.511589.250 CL Brener Esmeraldo- 
like y otras proteínas miembros ESCRT-III. Los alineamientos se realizaron con ClustalW (*). 
 

En la TABLA 5 se puede observar que la secuencia TcCLB.511589.250 presenta mayor 

homología con las secuencias correspondientes a Vps32: CHMP4A, CHMP4B y Snf7. Si se 

compara el resultado entre organismos, se evidencia mayor homología con CHMP4, versión 

humana de Vps32, respecto de su ortólogo Snf7. En cuanto a las isoformas de CHMP4, se 

observó 33,3%/54% de identidad/similitud con CHMP4B y 33,8%/54% identidad/similitud con 

CHMP4A, resultado significativo teniendo en cuenta que la identidad entre Snf7 y CHMP4B es 

de 37,9/54,3% y entre Snf7 y CHMP4A la identidad/similitud es 38/55% (TABLA 3, Apéndice). 

Por otro lado, se puede observar que la identidad/similitud entre TcCLB.511589.250 y CHMP6 

es de 23,1%/45% de identidad/similitud y este resultado se aproxima al que se obtiene cuando 

CHMP6 se compara con CHMP4B (identidad/similitud de 22,9%/47,2%) (TABLA 3A; 

Apéndice).  

Por lo tanto, las secuencias candidatas elegidas para TcVps32 de T. cruzi son TcCLB.511589.250 

y TcCLB.511229.100 debido a la significativa homología exhibida con las secuencias ortólogas 

Snf7 y CHMP4. 

1.4 Análisis del contexto genómico de candidatos TcVps32: las secuencias TcCLB.511589.250 

Esmeraldo-like y TcCLB.511229.100 Non-Esmeraldo-like constituyen el par alélico TcVps32 

de T. cruzi. 

Con el objetivo de determinar si estas secuencias constituyen un par alélico para TcVps32, se 

evaluó el contexto genómico de ambas secuencias. Para ello, las secuencias proteicas de los 
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Estos resultados confirmaron el hallazgo de un par alélico para TcVps32 ubicado en el 

cromosoma 18, compuesto por las secuencias TcCLB.511589.250 del haplotipo Esmeraldo- like 

y TcCLB.511229.100 del haplotipo Non-Esmeraldo-like. Como consecuencia, cada secuencia 

es un alelo proveniente de cada uno de los parentales que conforman la cepa híbrida CL 

Brener, haplotipo Non-Esmeraldo-like (linaje III) y haplotipo Esmeraldo-like (linaje II). 

1.5 Amplificación de los genes y confirmación de la identidad 

El par alélico TcVps32, conformado por las secuencias TcCLB.511589.250 y TcCLB.511229.100, 

fue utilizado como templado para elaborar los oligonucleótidos correspondientes a fin de 

amplificar la secuencia codificante para TcVps32. Es así como, a partir del DNA genómico de 

la cepa Y de T. cruzi, se amplificó por PCR el gen denominado, formalmente de aquí en 

adelante, como TcVps32. El único fragmento obtenido (FIGURA 3A) fue subclonado en el 

vector pGEM-T Easy y, posteriormente, los distintos clones obtenidos fueron secuenciados 

con el fin de obtener una secuencia consenso del gen. Es así como las secuencias genómicas 

de cada uno de los clones obtenidos por secuenciación fueron alineadas globalmente con las 

secuencias del par alélico utilizado como templado. A través de este análisis, se obtuvo un 

único gen TcVps32, el cual fue corroborado al introducirlo en la base de datos del genoma de 

T. cruzi (TritrypDB). Posteriormente, la secuencia proteica TcVps32 fue sometida al 

alineamiento conjunto con las secuencias proteicas del par alélico utilizado como templado. 

De esta manera, se evidenció mayor homología entre la secuencia TcVps32 y la secuencia del 

haplotipo Non-Esmeraldo-like (identidad fue 99,6% y la similitud de 100%), respecto a la 

secuencia Esmeraldo-like (FIGURA 3B y TABLA 7). En la secuencia TcVps32 se observa un 

aminoácido de histidina (H) en la posición 62 en vez de tirosina (Y), tal como se observa en 

ambas secuencias TcCLB.511589.250 y TcCLB.511229.100. 
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FIGURA 3. Amplificación del gen TcVps32. A. Producto de amplificación por PCR con oligonucleótidos 
específicos para TcVps32 de T. cruzi. B. La secuencia obtenida por amplificación y secuenciación del gen 
TcVps32 fue comparada por alineamiento con las secuencias del par alélico Esmeraldo y Non 
Esmeraldo like. La secuencia TcVps32 presenta los mismos aminoácidos en las posiciones 206 y 210 que 
la secuencia TcCLB.511229.100 Non Esmeraldo, mientras que en la posición 62 no hubo coincidencia 
entre la secuencia TcVps32 y las secuencias del par alélico Esmeraldo y Non Esmeraldo. 
 

 

ID/Similitud (%) * 
TcCLB.511589.250 

Esmeraldo-like 
TcCLB.511229.100 

Non-Esmeraldo-like 

TcVps32 98,7/100 99,6/100 
TABLA 7. Amplificación del gen TcVps32. Porcentajes de Identidad y similitud (ID/Similitud %) entre las 
secuencias de aminoácidos del par alélico candidato a TcVps32 utilizado como templado y la secuencia 
TcVps32 obtenida por secuenciación. 

2. TbVps32 de Trypanosoma brucei 

2.1 Identificación de los genes TbVps32 en Trypanosoma brucei 

La búsqueda bioinformática de la secuencia candidata TbVps32 se realizó a través de la 

herramienta BLASTP de la base de datos de tripanosomátidos TritrypDB (www.tritrypdb.org) 

utilizando como templado la secuencias Vps32 de Saccharomyces cerevisiae (NP_013125.1) 

(Rothman et al., 1989) y las secuencias del par alélico TcVps32, TcCLB.511589.250 Esmeraldo-

like y TcCLB.511229.100 Non-Esmeraldo-like. La búsqueda se restringió a la cepa Lister 427 

evaluando las 2 versiones disponibles de su genoma, Lister 427 y Lister 427 2018. De esta 

manera se obtuvieron dos secuencias candidatas para TbVps32: Tb427tmp.11.1390 y 

Tb427_110104600.1 (TABLA 8). 

file:///C:/Users/nadia/OneDrive/Escritorio/CAP%20FINALES/www.tritrypdb.org
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Lister 427  S. cerevisiae 
NP_013125.1 

T. cruzi TcCLB.511589.250 
Esmeraldo-like 

T. cruzi TcCLB.511229.100 
Non-Esmeraldo like 

Tb427tmp.11.1390 score NP_013125.1 201 201 

 
E-value 5.10-21 2.10-63 2.10-63 

 ID (%) 27,9/51,8 55,6/69 55,6/69 
 /Similitud    

Lister 427 2018    

Tb427_110104600.1 score 91,3 201 201 
     

 E-value 1.10-21 1.10-63 1.10-63 

 ID (%) 28,3/52,2 55,6/69,4 55,6/69,4 
 /Similitud    

TABLA 8. Búsqueda bioinformática de las secuencias candidatas TbVps32 en T. brucei. La búsqueda en 
BLASTP se llevó a cabo utilizando como templado las secuencias Vps32 de S. cerevisiae (NP_013125.1) 
y las secuencias del par alélico TcVps32 (TcCLB.511589.250 Esmeraldo-like y TcCLB.511229.100 Non-
Esmeraldo-like), restringiendo la búsqueda a las cepas Lister 427 y Lister 427 2018. Ambas secuencias 
comparten los valores de score, E-value e identidad. 

Con la presunción que la diferencia entre las secuencias radica en la anotación de estas, ya 

que la secuencia Tb427_110104600.1 (Lister 427 2018) deriva de la secuenciación realizada 

en 2018 de la misma cepa Lister 427 

(https://tritrypdb.org/tritrypdb/app/record/organism/TMPTX_tbruLister427_2018), se 

realizó el alineamiento global de ambas secuencias obtenidas en TritrypDB.                                           

De esta manera, las secuencias TryTb427tmp.11.1390 y Tb427_110104600.1 fueron 

analizadas mediante ClustalW, observándose que ambas secuencias comparten los valores de 

score, E-value e identidad. Paralelamente, se analizaron las descripciones que constan sobre 

ambas secuencias en la base de datos TritrypDB. La secuencia Tb427tmp.11.1390 fue 

descripta como una proteína hipotética conservada mientras que Tb427_110104600.1 fue 

anotada como una proteína Snf7 putativa, ambas de 228 aminoácidos cuyas secuencias 

genómicas constan de 687 pb localizadas en el cromosoma 11. 

 El resultado del alineamiento entre Tb427tmp.11.1390 y Tb427_110104600.1 arrojó 99,6% 

de identidad y 99,6% de similitud y, en ambas secuencias, fue confirmada la presencia del 

motivo Snf7 mediante la herramienta InterProScan (TABLA 9 y FIGURA 4). 
 

https://tritrypdb.org/tritrypdb/app/record/organism/TMPTX_tbruLister427_2018
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    TbVps32 Gene ID 

 
Descripción 

* 

 
Cromosoma 

 
Ubicación 

Longitud 
de la 

proteína 
/gen 

Domini
o inicio- 

final 
***  

ID/ 
Similitud 

(%) 
***  

Tb427tmp.11.1390 
 

Lister 427 

Hypothetical 
protein, 

conserved 

11 2,566,289.. 
 

2,566,975(-) 

228 aa/ 
 

687 pb 

Snf7 

26-

212 

99,6/99,6 

Tb427_110104600.1 Snf7 putativa 11 2,635,395..2,636,0
8 

228 aa/ Snf7  

   1(-)   
Lister 427 2018    687 pb 26-212 

 
TABLA 9. Búsqueda de la secuencia candidata TbVps32. Comparación de las dos secuencias halladas 
en TritrypDB: Tb427tmp.01.1390 Lister 427 y Tb427_110104600.1 Lister 427 2018. A. Descripción de 
las secuencias según la base de datos TritrypDB, análisis de identidad/similitud entre ambas mediante 
Clustal W e identificación del motivo Snf7 mediante la herramienta InterProScan. 

 
FIGURA 4. Alineamiento de secuencias candidatas a TbVps32 Tb427tmp.01.1390 Lister 427 y 
Tb427_110104600.1 Lister 427 2018. El alineamiento de a pares y global fue realizado mediante 
Clustal W y resultó en un 99,56% de identidad con la presencia de una serina (S) en la posición 195 de 
Tb427_110104600.1 y un residuo no determinado (X) en la misma posición de Tb427tmp.01.1390. 

 
Al analizar el alineamiento, se observa que ambas secuencias son idénticas excepto por la 

presencia de un aminoácido serina (S) en la posición 195 de la secuencia Tb427_110104600.1 

y un residuo no determinado (X) en la secuencia Tb427tmp.11.1390 en la misma posición. 

Como la diferencia resulta ser puntual, es probable que la diferencia entre ambas secuencias 

https://tritrypdb.org/tritrypdb/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=TriTrypDB&source_id=Tb427_110104600.1&gene_source_id=Tb427_110104600
https://tritrypdb.org/tritrypdb/showRecord.do?name=TranscriptRecordClasses.TranscriptRecordClass&project_id=TriTrypDB&source_id=Tb427_110104600.1&gene_source_id=Tb427_110104600
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