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Resumen 
 

 

Entamoeba histolytica es el protozoario parasítico causante de la amibiasis en el 
humano. Aunque su distribución es cosmopolita, principalmente afecta a países en vías de 
desarrollo, donde se ubica dentro de las primeras causas de morbilidad. Su ciclo de vida 
alterna entre dos estadios estables: el quiste (forma infectiva) y el trofozoíto (forma 
invasiva).  

El quiste brinda resistencia al parásito frente a condiciones medioambientales 
adversas. De manera interesante, este estadio se caracteriza por la presencia de una pared 
de quitina, la cual es sintetizada y degradada durante los procesos enquistamiento y 
desenquistamiento, los cuales son clave para completar el ciclo celular. Las quitinasas son 
glicosil hidrolasas que rompen los enlaces β(1,4)-glucosídicos entre los residuos de N-
acetilglucosamina de la quitina. El genoma de E. histolytica codifica para una quitinasa 
amibiana (EhCHT1) que se expresa de manera específica en la pared de quitina, sugiriendo 
su participación en los procesos de diferenciación celular.  

En el presente proyecto se analizaron las características bioquímicas y biofísicas de 
la enzima EhCHT1 recombinante. Los resultados mostraron que es una enzima estable en 
un amplio rango de pH y de temperatura, pero sensible a moderadas concentraciones de un 
agente químico desnaturalizante, sugiriendo que su función catalítica depende de una 
estructura correctamente plegada. Además, como su dominio catalítico contiene tres 
residuos de cisteína, de los cuales se predice la formación de un enlace disulfuro, se 
examinó la dependencia de la actividad catalítica al estado oxidativo de su estructura 
nativa. Los resultados de un estudio paralelo demostraron que la función catalítica de 
EhCHT1 depende de un correcto plegamiento oxidativo, el cual puede ser asistido por una 
oxidorreductasa amibiana (EhPDI). 

El genoma de E. histolytica codifica para una familia de 11 proteínas PDI; de las 
cuales, EhPDI es expresada activamente en el estadio de trofozoito. Mediante ensayos in-
vitro e in-vivo (en modelos heterólogos), se determinó que exhibe las características 
estructurales y funcionales típicas de enzimas PDI; sin embargo, la elucidación de su papel 
funcional en la fisiología del parásito aún está pendiente. 

Por tal motivo, se ha propuesto analizar la función de EhPDI mediante una 
estrategia de silenciamiento génico, vía activación del mecanismo de ARNi. Como primera 
estrategia experimental, se ha planteado la técnica de alimentación amibiana con bacterias 
que expresan moléculas de ARNdc específicas. Los experimentos aún están en proceso; por 
lo tanto, no es posible adelantar resultados. En caso de que la tecnología aplicada no rinda 
resultados a corto plazo, se ha considerado aplicar otras estrategias metodológicas para 
establecer de manera inequívoca la función de EhPDI en la fisiología y estilo de vida de E. 
histolytica. Más aún, determinar su potencial como diana terapéutica para el diseño de 
moléculas con propiedades farmacológicas anti-amibiasis. 
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Abstract 

 

 
The protozoan parasite Entamoeba histolytica is the causal agent of human 

amebiasis. Although it has a worldwide distribution, it mainly affects developing countries, 
where it is positioned in the first causes of morbidity. The life cycle of this protozoan 
parasite is alternated between two stable stages: cyst (infective phase) and trophozoite 
(invasive phase). 

The cyst gives the parasite the capacity to withstand harsh environmental 
conditions. Interestingly, this stage is characterized by a chitin wall that is synthesized and 
degraded during the encystation and excystation processes which have a key role to 
complete the cell cycle. Chitinases are glycosyl hydrolases enzymes that break β(1-4) 
glycosidic bonds in N-acetylglucosamine residues in chitin. The genome of E. histolytica 
codes for an amebic chitinase (EhCHT1) that is specifically expressed in the chitin wall, 
suggesting its functional role in cellular differentiation processes.  

In this research work, the biochemical and biophysical features of the recombinant 
enzyme rEhCHT1 were analyzed. It was shown it is a stable enzyme in a wide range of pH 
and temperature, although it is sensitive to mild concentrations of a chemical denaturant 
agent, suggesting its activity depends on a correct protein folding. Furthermore, as its 
catalytic domain has three cysteine residues, which (according to in-silico prediction) are 
forming a disulfide bond, the dependence of the catalytic activity on the oxidative state of 
its native structure was analyzed. Results of a parallel analysis showed the catalytic 
function of EhCHT1 depends on a correct oxidative folding that can be assisted by an 
amebic oxidoreductase (EhPDI). 

The genome of Entamoeba histolytica codes for a family of 11 PDI proteins; from 
which, EhPDI is actively expressed in the trophozoite stage. By in-vitro and in-vivo (in 
heterologous models) assays, it was determined that EhPDI shows the structural and 
functional features of typical PDI enzymes; although, the elucidation of its functional role 
in the physiology of the parasite is still pending.  

For this reason, we propose to analyze EhPDI function by a gene silencing strategy, 
activating the interference RNA mechanism. As a first experimental strategy, it is proposed 
to feed ameba with bacteria that expresses dsRNA specific molecules. Experimental assays 
are still in process, so we cannot anticipate any result. In case this technology does not give 
short term results, it has been considered to apply other strategies to unequivocally establish 
EhPDI function in the physiology and the life style of E. histolytica. Moreover, to 
determine its potential as a therapeutic target to design molecules with pharmacological 
properties anti-amebiasis.   
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I. INTRODUCCIÓN 

 

 

I.1. Amibiasis y Entamoeba histolytica  

 

La amibiasis es la enfermedad infecciosa causada por el parásito protozoario 

llamado Entamoeba histolytica. Inicialmente, el parásito invade el intestino grueso, 

produciendo amibiasis intestinal; sin embargo, en ciertos casos migra hacia otros tejidos, 

principalmente el hígado, generando amibiasis extra-intestinal [Ximénez et al., 2007]. A 

pesar de que E. histolytica es un parásito de distribución cosmopolita, los mayores índices 

de prevalencia de la enfermedad se han observado en países en vías de desarrollo, 

primordialmente aquellos de regiones tropicales y subtropicales donde la accesibilidad a 

servicios sanitarios es limitada [Ximénez et al., 2007]. A nivel mundial, la amibiasis es la 

tercera causa de muerte por parasitosis [Sánchez y Mujica, 2009]. Pese a que las 

proyecciones estiman 500 millones de infectados, se ha reportado que sólo el 10% de esa 

población desarrolla la enfermedad; siendo la amibiasis intestinal la infección más 

frecuente (80-98%) [Araujo, et al., 2008]. 

 

 

I.2. Amibiasis en México 

 

La amibiasis continúa ubicándose dentro de las primeras veinte causas de 

morbilidad en la población mexicana, presentándose con mayor frecuencia (22.1%) en los 

estados de las regiones sur y sureste del país (Figura 1) [Sánchez y Mujica, 2009]. 
 

 

I.3. Ciclo de vida del parásito 

 

El ciclo de vida de E. histolytica depende de dos estadios estables: el quiste (fase 

infectiva) y el trofozoíto (fase invasiva). La vía de transmisión es oral-fecal y la infección 

se adquiere por ingerir quistes maduros (tetra-nucleados) presentes en bebidas, alimentos, 
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o manos contaminadas con heces. Cuando el quiste pasa por el estómago su pared se 

reblandece y al continuar por el intestino delgado sufre un proceso de desenquistamiento, 

liberándose un trofozoíto tetra-nucleado. En esta etapa, los núcleos sufren una división 

adicional, generando un trofozoíto octa-nucleado. Finalmente, éste sufre un proceso de 

fisión celular y produce ocho trofozoítos mono-nucleados. De manera global, cada quiste 

maduro ingerido originará ocho trofozoítos viables.  

 

Habitualmente, los trofozoítos (20-40 µm de diámetro) colonizan el intestino 

grueso, causando la infección intestinal. Sin embargo, al ser la fase móvil del parásito, 

ocasionalmente migran hacia otros órganos, produciendo la enfermedad extra-intestinal. 

De manera alterna, el trofozoíto continúa por el tracto intestinal, produciendo una pared de 

quitina y generando un quiste mono-nucleado, que al madurar se convierte en un quiste 

tetra-nucleado (después de dos duplicaciones nucleares continuas). Los quistes maduros 

son liberados en heces, completando el ciclo (Figura 2) [Ximénez et al., 2011].   

 

 

 
 
Figura 1. Incidencia de amibiasis intestinal en México (reporte 2008) [Sánchez y Mujica, 2009]. 
 
 



15 
 

 

 
I.4. Patogenia molecular de la amibiasis 

 

La patogenia de la amibiasis resulta de la interacción compleja de varios factores, 

tanto del parásito como del hospedero y del medioambiente. Específicamente, la virulencia 

de E. histolytica depende de su capacidad de secretar moléculas involucradas en diversos 

procesos patológicos, tales como adhesión y degradación de la mucosa intestinal, ruptura 

de la barrera epitelial, desregulación del transporte de iones, inflamación sistémica, 

absorción inadecuada de nutrientes, y alteración de la microbiota [Marie y Petri, 2014]. A 

continuación, de manera breve se describen los factores de virulencia más importantes 

involucrados en la patogenia de la amibiasis. 

 

 

 
 
Figura 2. Ciclo de vida de E. histolytica.  
 
(a) Quiste teñido con lugol al 4 % (100X). (b) Quiste sin teñir (100X). (c) Trofozoíto observado 
mediante contraste de interferencia diferencial (DIC) (100X). (d) Trofozoítos con eritrocitos 
fagocitados (DIC) (40X). Tomado y traducido de Ximénez (2011). El texto de la imagen 
permanece en el idioma original de referencia. 
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Lectina de unión a galactosa y N-acetilgalactosamina (Gal/NAcGal). Esta lectina 

es una de las principales moléculas de adhesión, uniéndose específicamente a residuos 

Gal/NAcGal presentes en glicoproteínas de membrana de la célula diana. El core de esta 

lectina es un heterodímero (260 kDa) que consta de las subunidades Hgl (pesada) y Lgl 

(ligera), unidas por enlaces disulfuro, el cual se asocia a la subunidad Igl (intermedia) 

mediante enlaces no covalentes [Barroso et al., 2014]. Hgl es una proteína transmembranal 

(170 kDa) que posee un dominio de reconocimiento de carbohidrato (CRD) rico en 

residuos de cisteína. Es la subunidad clave en la adherencia amibiana. Lgl es una proteína 

(31-35 kDa) anclada a la membrana mediante GPI (glicofosfatidilinositol). Igl es una 

proteína de reciente identificación y ha sido asociada a las actividades hemolíticas y 

citotóxicas del parásito [Barroso et al., 2014; Kato et al., 2015]. Para ejercer actividad lítica 

sobre el tejido, es necesaria la adhesión de E. histolytica a proteínas de la membrana celular 

y a componentes de la matriz extracelular; por tal motivo, esta lectina es considerada un 

factor de virulencia muy importante para las interacciones parásito-hospedero [Welter, et 

al., 2011]. 

 

Amibaporos. Estos son polipéptidos pequeños (77 residuos de aminoácidos) que 

conforman una familia de tres isoformas (A, B, y C). Poseen actividad citolítica sobre 

bacterias y células del hospedero mediante la inserción en membrana, generando pequeños 

poros y favoreciendo la permeabilización y lisis [Andrä et al., 2003; Ralston y Petri, 2011]. 

Se almacenan en gránulos citoplasmáticos y son secretadas después de la adhesión del 

parásito a la membrana de la célula diana. La isoforma A es la más abundante y de mayor 

importancia para la virulencia del parásito. Los estudios de silenciamiento génico 

(mediante ARNi) reportaron una disminución del 60% en su nivel de expresión y una 

drástica reducción en la patogenicidad amibiana [Bracha et al., 2003; Ralston y Petri, 

2011].  

 

Cisteína proteasas. Estas proteínas corresponden a una familia de aprox. 50 

enzimas proteolíticas dependientes de cisteína, denominadas EhCP. De manera interesante, 

se observó que las proteasas EhCP1, EhCP2, y EhCP5 son responsables del 90% de la 

actividad CP total del parásito [Lee et al., 2015]. Las EhCPs están involucradas en las 
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actividades citolítica y citotóxica de la amiba, ejerciendo un efecto citopático sobre tejido 

epitelial, causando daño a las neuronas entéricas, y confiriendo la capacidad de evadir el 

sistema inmune. Como sustratos fisiológicos (del hospedero) de estas proteasas amibianas 

se encuentran mucina, vilina, laminina, y colágeno; las anafilotoxinas C3a y C5a; 

interleucina 18 y las inmunoglobulinas IgA e IgG; el proteoglicano, y diferentes 

componentes de la matriz extracelular, entre otros [Lindell et al., 2006; Ralston  y Petri, 

2011; Lee et al., 2015].  

 

Peroxirredoxina (EhP29). Durante el proceso invasivo, el parásito se enfrenta a un 

estrés oxidativo generado por el sistema de defensa celular del hospedero. Habitualmente, 

las células eucarióticas poseen diversos mecanismos de respuesta a ese tipo de estrés (por 

ejemplo, superóxido dismutasa, glutatión peroxidasa, catalasa, el sistema de glutationes), 

los cuales juegan un papel importante en la sobrevivencia celular [Sen et al., 2007]. Aunque 

E. histolytica carece de catalasa y el sistema de glutationes, posee una peroxirredoxina 

dependiente de tiol de 29 kDa (EhP29) que se sobre-expresa durante el estrés oxidativo 

[Akbar et al., 2004; Sen et al., 2007]. EhP29 se asocia a la lectina de unión a Gal/NAcGal 

durante la interacción parásito-hospedero, sirviendo como un mecanismo de defensa contra 

el ataque oxidativo activado por el hospedero, facilitando la invasión tisular [Sen et al., 

2007].  

 

EhSTIRP. Este factor es una proteína rica en serina, treonina e isoleucina 

(EhSTIRP) que se expresa de forma abundante en cepas virulentas de E. histolytica. 

Mediante experimentos de silenciamiento génico, se demostró que participa en procesos 

amibianos importantes, como adhesión y citotoxicidad [MacFarlane and Singh, 2007].  

 

EhKERP.  Es otro factor importante para el proceso infeccioso, llamado KERP1 

por su alto contenido en lisina y ácido glutámico (Lysine and Glutamic Rich Protein 1) 

[Perdomo et al., 2013]. Se almacena en vesículas y puede localizarse tanto en membrana 

del trofozoíto como en el espacio intersticial ubicado entre el parásito y la célula diana 

[Seigneur et al., 2005]. Por su capacidad de unirse a la superficie de células epiteliales del 

intestino y por sus altos niveles de expresión en cepas virulentas, ha sido involucrada en el 
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proceso de adhesión amibiana. Además, su silenciamiento génico produce una reducción 

en la capacidad amibiana de formar abscesos hepáticos (en un modelo animal) [Santi-

Rocca et al., 2007; Perdomo et al., 2013].  
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II. ANTECEDENTES Y GENERALIDADES  

 

 

II.1. La Quitinasa amibiana (EhCHT1) 

 

II.1.1. Quitinasa 

 

Las quitinasas son glicosil hidrolasas que rompen el enlace β(1-4) entre los residuos 

de N-acetilglucosamina que conforman al polisacárido quitina. Genes codificantes para 

quitinasas se han identificado en una amplia gama de organismos (bacterias, hongos, 

nemátodos, insectos, plantas, y mamíferos [de la Vega et al., 1997; Ruíz-Sánchez et al., 

2005]. Actualmente, se han dilucidado diferentes moléculas con potencial inhibidor de la 

actividad quitinolítica; sin embargo, la más reconocido es un antibiótico producido por la 

bacteria Streptomyces sp.: alosamidina, que es un inhibidor competitivo específico de las 

quitinasas [Hamid R. et al., 2013].  

 

II.1.2. Quitinasas de E. invadens 

 

Para transitar entre los diferentes estadios de su ciclo de vida, E. histolytica depende 

de dos procesos importantes de diferenciación celular: enquistamiento y 

desenquistamiento. A la fecha, no ha sido posible completar el ciclo en condiciones in vitro. 

Afortunadamente, para este fin, se ha utilizado a Entamoeba invadens (causante de 

amibiasis en reptiles) como modelo heterólogo. El genoma de E. invadens codifica para 

cuatro quitinasas: EiCHT1, EiCHT2, EiCHT3, y EiCHT4, las cuales se expresan de manera 

diferencial durante su ciclo de vida, indicando que la actividad quitinolítica es una función 

importante para la diferenciación celular (enquistamiento ↔ desenquistamiento) [Muñoz 

et al., 2016].  
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II.1.3. Quitinasa de E. histolytica 

 

Contrariamente, E. histolytica codifica sólo una quitinasa activa: EhCHT1, la cual 

exhibe una identidad cercana al 70% con respecto a las quitinasas de E. invadens. EhCHT1 

ha sido identificada como una proteína específica de la pared quística, sugiriendo que juega 

un papel clave en los procesos de enquistamiento y desenquistamiento amibiano [de la 

Vega et al., 1997; Muñoz et al., 2016].  

 

De manera interesante, se ha demostrado que alosamidina retrasa el enquistamiento 

de E. invadens en cultivos axénicos [Hamid R. et al., 2013]. Con este antecedente, y debido 

a la alta homología entre las quitinasas amibianas, es factible suponer que la inhibición de 

EhCHT1 puede arrestar el ciclo de vida de E. histolytica y, por lo tanto, detener la 

infección. Sin embargo, para considerar a EhCHT1 como diana terapéutica para el diseño 

de nuevos agentes anti-amibianos, es esencial comprender sus propiedades bioquímicas 

únicas y reconocer sus particularidades estructurales y funcionales como objetivos 

estratégicos [Muñoz et al., 2016]. 

 

 

II.2. La vía de secreción de proteínas 

 

II.2.1. Transporte y secreción de proteínas 

 

En células eucarióticas, la vía de secreción de proteínas está conformada por el 

retículo endoplásmico (RE), el aparato de Golgi (AG), las vesículas de transporte, 

lisosomas, y membrana celular [Farhan y Rabouille, 2011]. Esta vía es responsable del 

transporte y entrega de proteínas desde el RE hasta su destino final, ya sea el medio 

extracelular, la membrana plasmática, o algún compartimento endomembranoso [Farhan y 

Rabouille, 2011; Muñiz y Riezman, 2015].  

 

En el RE, se llevan funciones altamente especializadas, como la síntesis y 

plegamiento correcto de proteínas, y la síntesis de lípidos. Además, ese compartimento 
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juega un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis intracelular de calcio 

[Chang et al., 2015]. Por su parte, el AG participa en las modificaciones post-

traduccionales de proteínas y en la clasificación de moléculas de custodia (cargo), que serán 

enviadas hacia sus respectivos destinos finales [Álvarez-Miranda et al., 2015; Machamer, 

2015]. Por lo tanto, ambos compartimentos juegan un papel importante en la proteostasis 

celular. 

 

II.2.2. Chaperonas y plegasas 

 

La proteostasis celular se refiere a todos aquellos procesos celulares que mantienen 

el equilibrio entre la síntesis, plegamiento, desplegamiento, y degradación de proteínas. 

Siendo las biomoléculas funcionalmente más importantes, existen diversos factores que 

afectan su estabilidad, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos, el nivel de expresión, la 

actividad específica, las modificaciones post-traduccionales, y su asociación con otras 

biomoléculas [Mares et al., 2015; Muñoz et al., 2015]. 

 

Ante lo anterior, es necesario que la célula cuente con un mecanismo altamente 

regulado que le permita mantener una homeostasis adecuada. Para tal fin, emplea una 

maquinaria de control de calidad, participando en una red de proteostasis y protegiendo a 

las proteínas de la siguiente manera: (i) evitando la adopción de un amplio margen de 

conformaciones estructurales, especialmente en un ambiente tan conglomerado como el 

intracelular, (ii) actuando como puntos de verificación de plegamiento, y (iii) regulando su 

síntesis, recambio, y tráfico intracelular. De manera importante, un desequilibrio en la 

proteostasis puede conducir a la acumulación de polipéptidos mal plegados, o desplegados, 

promoviendo la formación de agregados, resultando en proteotoxicidad y estrés, por 

último, muerte celular [Mares et al., 2015; Muñoz et al., 2015; Radwan et al., 2017]. 

 

Las chaperonas y plegasas son proteínas que responden a condiciones de estrés, 

asistiendo el plegamiento y replegamiento de polipéptidos. Debido a la importancia de su 

función, se encuentran conservadas a lo largo de la escala evolutiva, desde células 

procariotas hasta organismos eucariotas superiores [Muñoz et al., 2015]. La interacción 
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transitoria con polipéptidos no plegados o mal plegados evita la agregación proteica en 

diferentes compartimentos sub-celulares, tales como RE, mitocondria, núcleo, y citoplasma 

[Vega et al., 2016]. 

 

 BiP (Hsp70). Las chaperonas más destacas corresponden a la familia de proteínas 

de choque térmico (Hsp, Heat shock protein), clasificadas por su talla molecular en: 100, 

90, 70, 60, 40, y 27). Cada clase de Hsp presenta funciones especializadas, pero no 

separadas, ya que actúan en conjunto en los mecanismos de respuesta al estrés térmico, 

potenciando la renaturalización proteica, restaurando la proteostasis, y promoviendo la 

sobrevivencia de la célula [Lackie et al., 2017]. La chaperona BiP (Immunoglobulin 

binding protein) es una Hsp70 que participa en el plegamiento asistido en el RE, uniéndose 

a sustratos y estabilizando el estado no plegado de los mismos. Su función depende de 

ciclos de hidrólisis del ATP, propiciando la unión y liberación del sustrato hasta obtener la 

estructura nativa [Ramírez et al., 2017]. Además, participa en la translocación de 

polipéptidos nacientes hacia el RE, dirige a las proteínas no plegadas correctamente hacia 

un proceso de degradación especializado (ERAD, ER-associated degradation), y regula la 

homeostasis de calcio. De manera importante, BiP participa como co-sensor del estrés del 

RE [Wang et al., 2009]. La acumulación de proteínas no plegadas conduce a un estrés en 

el RE, promoviendo la activación de la vía UPR (Unfolded protein response). Esta 

activación es iniciada por tres proteínas transmembranales que actúan como sensores: IRE1 

(Inositol requiring enzyme 1), PERK (PKR-like ER kinase), y ATF6 (Activating 

transcription factor 6). En condiciones fisiológicas estables, los tres sensores se encuentran 

inactivos mediante la interacción de sus dominios luminales con BiP. Alternativamente, en 

condiciones de estrés en el RE (específicamente, por acumulación de proteínas no 

plegadas), BiP se disocia, lo cual favorece la activación de las vías de respuesta mediadas 

por los sensores (IRE1, PERK, y ATF6). El objetivo de UPR es reestablecer la homeostasis 

del RE, en caso contrario, promoverá la muerte celular [Wang et al., 2009; Oslowski y 

Urano, 2011]. 

 

Calnexina y calreticulina. Son lectinas que actúan como chaperonas durante el 

plegamiento de glicoproteínas, formando parte de la maquinaria de control de calidad, 
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evitando que proteínas mal plegadas abandonen el RE [Wang et al., 2017]. En este 

compartimento, después de la N-glicosilación, las glucosidasas I y II remueven dos 

residuos de glucosa, generando una glicoproteína mono-glucosilada.  En ese momento, 

calnexina y calreticulina interactúan con la glicoproteína para favorecer la adopción de la 

estructura conformacional nativa. De manera casi inmediata, la plegasa ERp57 (tiol 

oxidasa) se une al complejo lectina-glicoproteína y cataliza la formación de los enlaces 

disulfuro requeridos en la glicoproteína (para estabilizar su estructura). Posteriormente, la 

glucosidasa II remueve el último residuo de glucosa, propiciando la desagregación del 

complejo y liberación de la glicoproteína [Ellgaard y Helenius 2003; Wang et al., 2017]. 

Si la glicoproteína adquirió su estructura nativa, puede abandonar el RE. En caso contrario, 

será mono-glucosilada nuevamente, por acción de una glucosiltransferasa, interaccionará 

con las lectinas y será sometida a rondas de plegamiento asistido. Sin embargo, si la 

glicoproteína presenta continuamente un plegamiento incorrecto, será reconocida como 

sustrato para la α-manosidasa I, que remueve un residuo de manosa, y se promoverá su 

degradación vía EDEM (ER degradation-enhancing 1,2-mannosidase-like protein) y 

ERAD [Ellgaard y Helenius 2003; Roth y Zuber 2017].  

 

Peptidil-prolil cis-trans isomerasa (PPIasa). Esta plegasa pertenece a una 

superfamilia de enzimas ubicuas que catalizan la isomerización cis-trans de residuos de 

prolina presentes en polipéptidos en proceso de plegamiento [Dunyak y Gestwicki, 2016]. 

El mecanismo de isomerización aún no está completamente elucidado; sin embargo, a 

diferencia de otras chaperonas o plegasas, las enzimas PPIasa no hidrolizan ATP. Además, 

su catálisis no involucra la ruptura o formación de ningún tipo de enlace, realiza una 

rotación alrededor del enlace peptidil-prolil, favoreciendo así una conformación adecuada 

para el plegamiento correcto [Quistgaard et al., 2016]. 

 

Proteína disulfuro isomerasa (PDI). En mamíferos, esta plegasa pertenece a una 

gran familia de 21 integrantes. Se localiza principalmente el RE, aunque puede fugarse 

hacia otros compartimentos de la vía de secreción, incluyendo la membrana citoplasmática 

y el espacio extracelular. Como plegasa, cataliza la reducción, oxidación, e isomerización 
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de enlaces disulfuro; además, exhibe funciones como chaperona, asistiendo el plegamiento 

oxidativo de proteínas [Mares et al, 2015; Bekendam et al., 2016]. 

 

II.2.3. Participación de PDI en el plegamiento de proteínas 

 

Principalmente en el RE, las plegasas PDI participan asistiendo el plegamiento 

oxidativo y el control de calidad de polipéptidos nacientes. Sin embargo, aunque no se ha 

determinado claramente cómo escapan de ese compartimento, también han sido localizadas 

en la membrana citoplasmática de células de mamíferos, tales como linfocitos, plaquetas, 

células endoteliales, hepatocitos, y en una amplia diversidad de células cancerosas. De 

manera interesante, la PDI de membrana exhibe actividad reductasa sobre proteínas de 

superficie celular, aumentando la adhesión celular [Pan et al., 2014; Bekendam et al., 

2016].  

 

Las plegasas PDI son proteínas multifuncionales que varían en longitud y arreglo 

de dominios. Sin embargo, como característica estructural en común poseen al menos un 

dominio funcional parecido a la tiorredoxina (Trx) bacteriana, el cual exhibe la estructura 

secundaria típica βαβαβαββα, y contiene el motivo catalítico CXXC [Kozlov et al., 2010]. 

La PDI de mamífero, también conocida como PDIA1/P4HB, es la plegasa más estudiada; 

por lo tanto, es considerada como canónica. Típicamente, presenta la secuencia de 

dominios a-b-b´-x-a´, donde a y a´ son dominios Trx funcionales, ambos conteniendo 

CGHC como motivo catalítico; en tanto, b y b´ son dominios Trx no funcionales. De 

manera interesante, ambos dominios b son ricos en residuos hidrofóbicos, siendo 

importantes para la unión al sustrato y la actividad chaperona de PDI. Además, b´ y a´ se 

encuentran unidos por un péptido flexible de 19 aminoácidos (llamado conector x). La 

estructura cristalográfica desplegó un arreglo tridimensional parecido a una herradura, 

donde a y a´ conforman los brazos, uno frente al otro, en tanto b y b´ la hendidura. Además, 

posee una secuencia señal en el N- terminal y el tetra-péptido KDEL en el C-terminal, que 

participan en su localización y retención en el RE, respectivamente [Kozlov et al., 2010; 

Mares et al., 2015].  
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Durante las primeras etapas de la síntesis de una proteína, pueden formarse enlaces 

disulfuro no nativos que impiden su plegamiento correcto. En este caso, PDI en su estado 

reducido ataca al enlace disulfuro incorrecto en la proteína-sustrato, iniciando un rearreglo 

de tal enlace, el cual puede ocurrir mediante dos vías: (i) un rearreglo intramolecular, o (ii) 

un ciclo de reducción-oxidación (Figura 4). En la primera vía (también denominada ciclo 

de isomerización), la proteína-sustrato juega un papel importante, ya que una vez que PDI 

atacó al enlace incorrecto, un residuo de cisteína de la proteína-sustrato ataca y desplaza a 

la PDI del complejo PDI-sustrato, favoreciendo el rearreglo sus enlaces disulfuro y 

liberando a PDI en su forma reducida. En la segunda vía, el residuo de cisteína libre, 

presente en el sitio catalítico involucrado en el ataque inicial, ataca y desplaza a la proteína-

sustrato del complejo PDI-sustrato, liberando a la proteína-sustrato en su forma reducida y 

dejando a la PDI en su estado oxidado. Enseguida, otra PDI en su estado oxidado catalizará 

la formación del enlace disulfuro en la proteína-sustrato liberada [Wilkinson y Gilbert, 

2004].  

 

Figura 3. Mecanismo de la isomerización de enlaces disulfuro catalizada por PDI. 
 
Tomado de Wilkinson y Gilbert (2004). El texto permanece en el idioma original de la 
referencia. 
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II.2.4. La proteína PDI implicada en diversas patologías 

 

Típicamente, un desequilibrio en la proteostasis conduce a la acumulación de 

proteínas mal plegadas en el RE, produciendo un estado de estrés y activando el mecanismo 

de UPR. En caso de incompetencia celular para reestablecer el equilibrio, el sistema 

biológico promueve la muerte celular. En su carácter de plegasa multifuncional, la PDI 

apoya al mantenimiento de la proteostasis celular, jugando un papel clave tanto en el 

plegamiento como en la degradación de proteínas [Parakh y Atkin, 2015].  

 

Recientemente, se han reportado evidencias que involucran a la PDI en diversas 

enfermedades en humanos. Por ejemplo, su sobre-expresión en algunos tipos de cáncer 

(próstata, ovario, y pulmón) y en algunas enfermedades neurodegenerativas (Alzheimer, 

esclerosis lateral amiotrófica, y Creutzfeldt-Jakob). Por otro lado, su expresión en 

superficie de plaquetas y células endoteliales ha sido involucrada en la formación inicial 

de trombos. Además, su expresión en membrana de linfocitos ha sido asociada al proceso 

de entrada del VIH, promoviendo la internalización de la partícula viral [Reiser et al., 2012, 

Mares et al., 2015; Parakh y Atkin, 2015]. Por lo anterior, ha ganado interés como potencial 

diana terapéutica [Mares et al., 2015].  

 

II.2.5. Vía de secreción de E. histolytica 

 

En eucariotas, el sistema endomembranoso involucrado en la vía de secreción de 

proteínas se encuentra conservado a lo largo de la escala evolutiva. De manera interesante, 

se ha reportado que E. histolytica carece de un sistema endomembranoso típico (RE y AG). 

En un estudio reciente, se mostraron evidencias de la continuidad del RE amibiano 

mediante co-localización de BiP y GFP (etiquetada con FLAG y KDEL) dentro de un 

compartimento endomembranoso [Teixeira y Huston, 2008]. Además de BiP, otros 

marcadores de la vía de secreción amibiana han sido identificados: Sec61, PDI, ERD2, 

calreticulina, NSF, COPI, COPII, SNAP, SNARE, Rab, y Vps [Perdomo et al., 2014]. Aún 

más, mediante un análisis de proteómica celular, se detalló un mapa de los componentes 

involucrados en el tráfico vesicular, que incluye cerca de 1500 proteínas. De manera 
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sorprendente, 67% de esos componentes corresponden a marcadores del RE y AG 

[Perdomo et al., 2014]. Por lo tanto, aun careciendo de un sistema endomembranoso típico, 

E. histolytica posee una maquinaria molecular capaz de asistir el plegamiento, transporte, 

y secreción de proteínas. 

 

 

II.3. Silenciamiento de EhPDI 

 

II.3.1. Oxidorreductasa amibiana EhPDI 

 

En células eucariotas, una gran cantidad de proteínas que transitan por la vía de 

secreción poseen enlaces disulfuro que son esenciales para una estructura y función 

adecuada.  E. histolytica no es la excepción, pues una amplia diversidad de proteínas, 

incluyendo factores de virulencia, contienen enlaces disulfuro que estabilizan su estructura 

terciaria. En comparación con otros organismos, poco se conoce acerca de la maquinaria 

que cataliza el plegamiento oxidativo de proteínas amibianas; inclusive, el primer gen 

amibiano codificante para una PDI funcionalmente activa, denominada EhPDI, fue 

reportado a principios de este siglo [Ramos y Alagón, 2000]. 

 

Actualmente, se conoce que el genoma de E. histolytica codifica para una familia 

de once proteínas PDI [Ramos et al., 2008]; de las cuales, la proteína EhPDI ha sido 

estudiada y caracterizada ampliamente: es un polipéptido de 337 residuos, posee una 

secuencia señal N-terminal de 15 residuos, contiene dos dominios Trx funcionales (a: 16-

120; a´: 131-235), ambos con el motivo catalítico CGHC y el patrón de plegamiento 

βαβαβαββα, y un dominio D, que pudiera estar implicado en un mecanismo evolutivamente 

divergente para la retención en el RE, tal como se reportó para su proteína homóloga en 

Dictyostelium discoideum (DdPDI) [Ramos et al 2005; Ramos et al., 2008]. 

 

Además de las características estructurales, EhPDI exhibe las actividades de una 

PDI típica: oxidasa, reductasa, e isomerasa. Una de las primeras evidencias fue la 

complementación funcional de la actividad oxidasa de la proteína DsbA de E. coli, 
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utilizando el periplasma bacteriano de una mutante 'dsbA como plataforma celular para 

reestablecer la actividad catalítica de una fosfatasa alcalina dependiente de DsbA (como 

fenotipo cuantitativo) [Ramos et al., 2005; Mares et al., 2009]. Por otro lado, mediante 

estudios in-vitro, se demostró que posee las tres actividades típicas de una oxidorreductasa 

funcional: oxidasa, isomerasa, y reductasa, ya que fue capaz de catalizar eficientemente la 

oxidación e isomerización de lisozima y la reducción de insulina [Mares et al., 2009; 

Ramos et al., 2011]. De manera sorprendente, también se observó que funciona como 

chaperona, lo cual fue demostrado mediante ensayos in-vitro de: (i) prevención de la 

agregación de la cadena B de insulina (inducida por DTT), y (ii) protección contra la 

inactivación térmica de enzimas termosensibles (α-glucosidasa y NdeI) [Ramos et al., 

2011; Mares et al., 2015]. 

 

Como puede notarse, la función de EhPDI en su ambiente fisiológico no ha sido 

evaluada. Desafortunadamente, las características genéticas del parásito imposibilitan la 

utilización de técnicas típicas para la generación de mutantes, como recombinación 

homóloga. Por tal motivo, se han empleado diferentes técnicas de silenciamiento génico, 

donde figura la activación del mecanismo de ARN interferente (ARNi), como sistemas 

genéticos para el estudio de la función fisiológica de proteínas en E. histolytica [Solis et 

al., 2009]. 

 

II.3.2. Mecanismo de ARNi en Caenorhabditis elegans 

 

ARNi es un mecanismo que emplean las células de manera natural para reducir la 

expresión de genes específicos. Este mecanismo fue descrito por Andrew Fire y Craig 

Mello, en 1998, utilizando al nemátodo C. elegans como modelo. Ellos determinaron que 

la introducción de ARN de doble cadena (ARNdc) producía la degradación del ARNm 

complementario al ARNdc. Una vez en el citosol, el ARNdc es reconocido e hidrolizado 

por Dicer, una enzima con actividad RNasa III, generando pequeños ARNi (de 20 a 25 nt 

de longitud), los cuales poseen 2 nt de cadena sencilla en el extremo 3´ y un grupo 

monofosfato en el extremo 5´.  Los pequeños ARNi son cargados en un complejo 

denominado RISC (complejo de silenciamiento por ARN de interferencia), donde la 
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proteína Ago (Argonauta) reconoce e hidroliza a la hebra pasajera (no complementaria), 

mientras que la hebra de guía (complementaria) funcionará como sonda para el 

silenciamiento, ya que hibrida con el ARNm y promueve su degradación (vía Ago) [Zhang 

et al., 2011; Hoh, 2014]. 

 

II.3.3. ARNi en E. histolytica 

 

Durante los últimos años, de manera alternativa a los procedimientos de genética 

clásica, se han utilizado diferentes técnicas para evaluar la función génica mediante 

silenciamiento génico (vía ARNi) [Bracha et al., 2003; Vayssiéa et al., 2004; MacFarlane 

y Singh, 2007].  El mecanismo ARNi en E. histolytica aún no ha sido dilucidado. Sin 

embargo, ya se han identificado genes amibianos que codifican para proteínas homólogas. 

Por ejemplo, se han identificado tres genes Ago (EHI_125650, EHI_186850, y 

EHI_177170) que contienen los dominios PAZ y PIWI. Es interesante que, Ago2-2 

(EHI_125650) presenta elevada expresión y ha demostrado capacidad de asociación con 

moléculas de ARN pequeñas (27 nt), sugiriendo su participación en el mecanismo ARNi 

amibiano. También se ha reportado un gen RdRP (EHI_139420), que codifica para una 

ARN polimerasa dependiente de ARN. En C. elegans, la proteína RdRP se asocia con 

secuencias de ARN pequeñas que poseen un extremo 5´-polifosfato e induce el 

silenciamiento génico de ARNm que contienen secuencias complementarias. Finalmente, 

aunque no se ha identificado un homólogo amibiano parecido a Dicer, contiene un gen que 

codifica para una RNasa III activa, la cual ha mostrado funcionalidad en el mecanismo de 

ARNi  mediante experimentos de silenciamiento génico en la levadura S. cerevisiae [Zhang 

et al., 2011; Pompey et al., 2015]. 

 

A la luz de lo anterior, es factible presumir que E. histolytica posee un mecanismo 

parecido a ARNi (el cual puede ser inducido por una molécula de ARNdc) que permite tanto 

el silenciamiento de EhPDI como la evaluación de su función en el estadio de trofozoito 

del parásito. Aún más, es posible suponer que el silenciamiento de un gen codificante para 

una proteína clave del proceso de plegamiento, tal como EhPDI, puede resultar en la 
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pérdida de la función de proteínas importantes para la biología celular y de diversos 

factores de virulencia indispensables para su estilo de vida parasítico. 
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III. RESULTADOS Y DISCUSIONES 

 

 

III.1. Papel de EhCHT1 y EhPDI en la biología de Entamoeba histolytica 

 

Las proteínas pueden realizar su función de forma apropiada en virtud de poseer 

una estructura tridimensional correcta; es decir, una conformación nativa. Estas 

biomoléculas pueden adoptar diferentes conformaciones estructurales dependiendo de las 

condiciones prevalentes en el medio que las rodea (por ejemplo, pH, fuerza iónica, o 

temperatura); sin embargo, cada proteína demanda condiciones medioambientales 

específicas que favorecen su estructura nativa [England y Haran, 2011].  

 

La quitinasa amibiana (EhCHT1) juega un papel importante en el ciclo de vida del 

parásito, siendo clave en los procesos de diferenciación celular: enquistamiento y 

desenquistamiento. A pesar de su relevancia fisiológica, el conocimiento de su relación 

estructura-función era limitado. En consecuencia, se propuso realizar un estudio con 

enfoques bioquímicos y biofísicos para establecer el efecto del pH, la temperatura, y la 

concentración de cloruro de guanidinio (como desnaturalizante químico) sobre la actividad 

y la estabilidad de la enzima recombinante.  

 

Inicialmente, la enzima recombinante (rEhCHT1) fue obtenida en su forma pura y 

activa (1574 ± 22 UF min-1 mg-1) mediante protocolos estándar de expresión heteróloga en 

el periplasma de E. coli y purificación bioquímica a partir de extractos bacterianos. 

 

Tal como se esperaba (por su correspondencia a una hidrolasa ácida), rEhCHT1 

exhibió una actividad catalítica mayor al 50% en el intervalo de pH = 3.2 - 6.3, con un 

valor óptimo estimado a 4.7. Además, conservó su estabilidad estructural (mayor a 90%) 

en el intervalo de pH = 5.0 - 8.5. No obstante, mostró inhibición e inestabilidad enzimática 

a pH extremos (menores a 3 y mayores a 10), lo que sugiere: (i) alteración en la carga neta 

de la proteína, vía protonación/desprotonación de residuos, (ii) desnaturalización de la 

estructura terciaria y, por ende, (iii) pérdida de la función. 
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De manera sorprendente, rEhCHT1 mostró actividad catalítica en un amplio 

intervalo de temperatura, presentando actividad enzimática mayor a 50% en el intervalo de 

T = 40 - 60 °C y una temperatura óptima a 50 °C. También mostró absoluta 

termoestabilidad a valores de T ≤ 37 ºC; sin embargo, cuando ese umbral es rebasado con 

valores crecientes de temperatura, la actividad catalítica decae proporcionalmente 

(indicativo del proceso de desnaturalización proteica), observándose una pérdida total de 

la función a valores de T > 50 ºC. Adicionalmente, los análisis termodinámicos 

(considerando una cinética de inactivación de primer orden) revelaron que la enzima exhibe 

un tiempo de vida media de 73 horas a 37 ºC (temperatura corporal del hospedero), el cual 

aumenta hasta 3 años a 25 ºC (temperatura media fuera del hospedero). 

 

Resulta interesante que la rEhCHT1 mostró una notoria sensibilidad al cloruro de 

guanidinio (GuCl; agente desnaturalizante químico), observándose reducciones del 50% 

en su actividad catalítica y en su estabilidad proteica a concentraciones de cloruro de 

guanidinio de 0.88 y 0.50 M, respectivamente. Más aún, el valor estimado de energía libre 

(22.5 ±1.8 kJ mol-1 M-1) sugiere una dependencia de la estabilidad de la proteína con la 

concentración de GuCl. Por lo tanto, es evidente que la presencia del agente 

desnaturalizante perturba la estructura terciaria de la proteína y, por ende, el sitio catalítico, 

inhibiendo la función. 

 

Hasta este punto, los resultados obtenidos destacan la capacidad de EhCHT1 para 

tolerar cambios rudos y súbitos de las condiciones medioambientales: pH y temperatura, 

prevalentes dentro y fuera del hospedero. Independiente a las implicaciones fisiológicas 

que representan para el estilo de vida de E. histolytica, la resistencia a un amplio intervalo 

de pH y su evidente termoestabilidad son características bioquímicas apreciables para fines 

biotecnológicos. Por otro lado, la desestabilización conformacional inducida por GuCl 

supone una debilidad estructural que conduce a una pérdida de la función. Además, es 

posible inferir que estos factores también pueden afectar procesos celulares esenciales, 

tales como plegamiento, desnaturalización, degradación, modificación, o procesamiento de 

proteínas [Deller et al., 2016]. 
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Como característica bioquímica importante para su estructura terciara, diversas 

proteínas contienen enlaces disulfuro que estabilizan su conformación nativa y que, a su 

vez, son esenciales para su actividad funcional [Zhang et al., 2011]. Las quitinasas 

contienen un dominio de unión a quitina (denominado CBD) estabilizado por 3-4 enlaces 

disulfuro [Hamid et al., 2013]. EhCHT1 no es excepción, pues posee 8 residuos de cisteína 

en su CBD altamente conservados y presumiblemente involucrados en la formación de 4 

enlaces disulfuro. Por otro lado, la predicción tridimensional de su dominio catalítico 

muestra un plegamiento típico, similar al observado en dominios funcionales: un barril 

(alfa/beta)8 tipo TIM; además, aparentemente, dos residuos de cisteína (Cys167 y Cys421) 

forman un enlace disulfuro.  

 

En un estudio paralelo, la dependencia de EhCHT1 a un plegamiento oxidativo 

correcto fue examinada mediante ensayos de expresión funcional in-vivo, usando el 

periplasma bacteriano como un sistema heterólogo. Los resultados demostraron que su 

función catalítica depende tanto de un ambiente oxidante como de una plegasa con 

actividad disulfuro oxidasa. Congruente con lo esperado, esta observación confirma que 

cuando menos un enlace disulfuro es esencial para su estabilidad y función. 

 

Más aún, los ensayos de complementación funcional revelaron que la plegasa 

EhPDI es capaz de asistir el plegamiento oxidativo de EhCHT1, demostrando, por primera 

vez, que presenta actividad catalítica (oxidasa) sobre sustratos fisiológicos. Por lo tanto, es 

factible suponer que participa en la formación de enlaces disulfuro de proteínas que 

transitan por la vía de secreción amibiana. Diversos factores de virulencia poseen enlaces 

disulfuro esenciales para su relación estructura-función, tales como la lectina de unión a 

Gal/NAcGal, las cisteína proteasas, y los amibaporos [Leippe et al., 1994; Jacobs et al., 

1998; Ankri et al., 1999]. 

 

A la luz de lo anterior, es plausible considerar que EhPDI participa en la formación 

de enlaces disulfuro durante el plegamiento de algunos factores de virulencia. Esta noción 

es apoyada por estudios realizados en diversos protozoarios, como Plasmodium, 

Tripanosoma, Leishmania, Toxoplasma, y Giardia, donde se ha reportado una clara 
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dependencia de los mecanismos que promueven un plegamiento eficiente y la actividad de 

los factores de virulencia exportados [Muñoz et al., 2015]. Con este antecedente, es factible 

suponer que la inhibición de plegasas esenciales puede conducir a una reducción o pérdida 

de virulencia del parásito y, por ende, controlar la infección.  

 

 

III.2. Silenciamiento de EhPDI mediante ARN interferente 

 

Aunque no se ha dilucidado completamente el mecanismo de ARN de interferencia 

(ARNi) en E. histolytica, diversos genes amibianos han sido exitosamente silenciados 

usando diferentes técnicas que dependen de la maquinaria necesaria para degradar ARNm. 

A la fecha, entre las variantes tecnológicas que han comprobado su factibilidad 

experimental se encuentran: silenciamiento por (i) ARNdc, (ii) ARNta, y (iii) ARNpi, entre 

otros [Zhang et al., 2011; Khalil et al., 2016]. Mediante la expresión episomal de ARNdc 

se han estudiado los genes EhDiaphanous, EhKIp5, EhKIP2-4, y EhSTIRP. De manera 

similar, ARNta ha sido útil para los genes EhPATMK, EhIgl-1, EhURE-BP, EhC2A, y 

EhCPADH. Por otro lado, usando la técnica de embebido en ARNpi o ARNdc se han 

examinado los genes EhKERP1, Eh(J)-tubulina, y EhGln6Pi. La alimentación amibiana 

con bacterias que expresan ARNdc, una estrategia poco explorada, ha sido implementada 

para silenciar los genes EhKERP1 y Eh(E)-tubulina [Zhang et al., 2011; Aguilar-Díaz et 

al., 2013; Ócadiz-Ruiz et al., 2016]. 

 

Una técnica que está captando la atención es el mecanismo alterno de 

silenciamiento génico basado en moléculas de tipo ARNp anti-sentido (ARNp-AS) [Morf et 

al., 2013]. De manera endógena, E. histolytica expresa una amplia variedad de moléculas 

de ARN de 27 nt (ARNp), los cuales poseen extremos 5´-polifosfato y son capaces de 

asociarse con EhAgo2-2. Sorprendentemente, se observó que los niveles de expresión de 

ARNp correlacionan inversamente con la expresión del ARNm para el cuál son 

complementarios (p. ej., EHI_197520), sugiriendo su participación en la regulación de la 

expresión génica. Mediante el análisis de secuencias ARNp-AS dirigidas contra 

EHI_197520, se observó que son complementarios a una pequeña porción de la región 
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codificante, que fue denominada “región activadora”. Aún más, se demostró que un 

segmento de tal región (132 pb) es suficiente para activar el mecanismo de silenciamiento 

y que la fusión con cualquier gen diana es suficiente para inducirlo. Esta tecnología fue 

satisfactoriamente caracterizada usando a la luciferasa como gen reportero; además, fue 

posible validarla utilizando los genes EhROM1 y EhMyb. También, mediante un estudio 

de mejoramiento técnico, se demostró que la fusión de un segmento corto de la región 

codificante para el gen diana es suficiente para inducir el mecanismo celular [Khalil et al., 

2016]. Además, se reportó que la técnica puede ser aplicada para silenciar dos genes (p. ej., 

EhROM1 y EhMyb), de manera concomitante, cuando se fusionan con la región 

activadora. 

 

Para establecer el papel funcional de EhPDI en la fisiología de E. histolytica, como 

primera estrategia experimental se propuso el silenciamiento génico, vía activación del 

mecanismo de ARNi, usando la técnica de alimentación con bacterias que expresen una 

molécula de ARNdc gen-específica. Este método ofrece la ventaja de ser rápido y, además, 

con potencial para regular la expresión de genes amibianos [Solis et al., 2009]. 

Originalmente, la propuesta experimental fue planteada en cuatro etapas, descritas a 

continuación:  

(1) Construcción de tres vectores bacterianos para la expresión de moléculas de ARNdc: 

dos dirigidos contra el gen EhPDI (específicos para las secuencias 5´-promotora y 

codificante para el péptido maduro) y uno contra la secuencia codificante para GFP 

(control negativo). 

(2) Transfección bacteriana, inducción y expresión de las moléculas ARNdc: La cepa E. 

coli HT115 (DE3), carente de la actividad RNAsa III (para evitar la degradación del 

ARNdc) y portadora de los vectores de expresión de las moléculas de ARNdc, se cultiva 

e induce en condiciones estándar de expresión. 

(3) Alimentación de trofozoitos amibianos con bacterias que expresan ARNdc: las bacterias 

se suplementan a un cultivo amibiano en crecimiento exponencial, a una proporción de 

104 bacterias por trofozoito, y la alimentación procede durante 48 h en condiciones 

típicas de cultivo. 
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(4) Evaluación del fenotipo molecular y celular resultante del silenciamiento génico de 

EhPDI: el fenotipo molecular es analizado mediante ensayos de RT-qPCR e 

inmunoreconocimiento; en tanto, el fenotipo celular es determinado mediante ensayos 

de evaluación de capacidades (secretora y endocítica), así como el efecto citopático 

sobre un monocapa epitelial. 

 

Actualmente, la propuesta se encuentra en estado pausado, habiéndose completado 

satisfactoriamente las dos primeras etapas. Los plásmidos pL5´ProEhPDI (que contiene 

una secuencia de 356 pb correspondiente al extremo 5´ y región promotora de EhPDI), 

pLPMEhPDI (que contiene la secuencia codificante para el péptido maduro de EhPDI), y 

pLGFP (que contiene la secuencia codificante para GFP), fueron obtenidos mediante 

clonación molecular, usando plásmido pLitmus28i (New England Biolabs) como parental. 

Las diferentes moléculas de ARNdc fueron expresadas e inducidas adecuadamente en 

células de E. coli HT115 (DE3), portadoras de los respectivos plásmidos, siguiendo el 

protocolo recomendado por el proveedor. 

 

De manera preliminar, la tercera y cuarte etapa han sido exploradas, observándose 

resultados prometedores, pero no concluyentes. Específicamente, se ha logrado normalizar 

el ensayo de alimentación y estandarizar el protocolo de evaluación del fenotipo molecular. 

Sin embargo, aún quedan pendientes los análisis de repetibilidad y reproducibilidad 

experimental.  

 

En apariencia, esta propuesta es viable para determinar la participación de EhPDI 

en la virulencia de E. histolytica; y por lo tanto, comprobar su potencial como posible diana 

terapéutica para el diseño racional de nuevos fármacos anti-amibianos, dirigidos para 

controlar y detener la infección parasitaria en humanos. En caso contrario, se ha 

considerado cumplir la meta usando alguna de las tres estrategias metodológicas siguientes: 

(1) cultivo embebido con ARNdc obtenido de bacterias, (2) cultivo embebido con ARNpi 

sintético, y (3) expresión episomal de ARNp-AS.      
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III.3. Vía de secreción de proteínas y la maquinaria del plegamiento como diana 

terapéutica 

 

En cualquier célula, la maquinaria de plegamiento de proteínas es un componente 

indispensable para asegurar su supervivencia, ya que la fisiología celular depende de la 

función eficiente de miles de proteínas que realizan una amplia variedad de procesos 

biológicos complejos. 

 

De manera similar, los protozoarios parasíticos cuentan con un mecanismo que 

promueve el plegamiento correcto de sus proteínas; especialmente, para aquellas que 

participan en procesos esenciales, como adquisición de nutrientes, liberación de factores 

de virulencia, adquisición de resistencia a fármacos, y evasión del sistema inmune de su 

hospedero, entre otros. Además, durante las diferentes etapas de su ciclo biológico, p. ej., 

infección e invasión del hospedero, estos se exponen a condiciones medioambientales 

adversas, como cambios bruscos de temperatura y de pH, que pueden afectar la estabilidad 

proteica. Por lo tanto, ¿cómo responder a condiciones de estrés y lograr completar su ciclo 

biológico? Específicamente, una maquinaria molecular, compuesta por chaperonas y 

plegasas, asiste a las proteínas para resistir las condiciones medioambientales adversas. 

 

Ante esto, es factible proponer a componentes clave de la maquinaria de 

plegamiento de proteínas como dianas terapéuticas para el desarrollo de nuevos fármacos 

anti-parasitarios. Actualmente, la proteína Hsp90 de diversos parásitos ha sido utilizada 

como diana para el diseño de moléculas inhibidoras; sin embargo, la aplicación clínica de 

tales moléculas es incierta, ya que presentan una elevada toxicidad para el hospedero. 

 

Por su parte, E. histolytica también posee componentes clave en la maquinaria de 

plegamiento proteínas, incluyendo una familia PDI. De manera interesante, EhPDI se 

expresa de manera activa en el trofozoíto, sugiriendo que su participación es clave en ese 

estadio del ciclo biológico. Además, asiste el plegamiento oxidativo de otros factores 

esenciales para la diferenciación celular, p. ej., la quitinasa (EhCHT1). Por tales motivos, 

es posible suponer que EhPDI representa un blanco potencial para el diseño de nuevos 
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agentes anti-amibianos. Sin embargo, para corroborar la noción anterior, es necesario 

demostrar su papel funcional en la fisiología amibiana. 
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IV. CONCLUSIONES 

 

 

La quitinasa amibiana (EhCHT1) es estable en un amplio intervalo de pH y 

temperatura; sin embargo, su estructura funcionalmente activa se desestabiliza a moderadas 

concentraciones de cloruro de guanidinio (un agente desnaturalizante químico). Además, 

como su estructura terciaria posee enlaces disulfuro importantes para su actividad, depende 

de un plegamiento oxidativo correcto, el cual puede ser asistido por una oxidorreductasa 

amibiana (EhPDI). Asimismo, como las quitinasas de E. invadens, un modelo heterólogo, 

juegan un papel importante en los procesos de diferenciación celular 

(enquistamiento/desenquistamiento), es factible suponer que la enzima EhCHT1 representa 

un blanco potencial para diseño de fármacos dirigidos a detener el ciclo biológico de E. 

histolytica y, por ende, controlar la infección. 

 

Actualmente, las opciones terapéuticas para el tratamiento de la amibiasis son 

limitadas; por tal razón, es necesario identificar proteínas esenciales que puedan ser 

utilizadas como blancos potenciales para el diseño de nuevos agentes terapéuticos. Los 

componentes de la maquinaria molecular (chaperonas y plegasas) que asiste al plegamiento 

de proteínas juegan papeles clave en diversos procesos celulares, incluyendo la capacidad 

de resistir condiciones medioambientales estresantes. Aunque EhPDI ha mostrado 

actividad, tanto in-vitro como in-vivo (en modelos heterólogos), es imperativo realizar un 

análisis funcional en su ambiente fisiológico nativo. Para este fin, se propuso una estrategia 

metodológica de silenciamiento génico, basado en la activación del mecanismo de ARNi, 

mediante la técnica de alimentación amibiana con bacterias que expresan moléculas de 

ARNdc específicas. 

 

El método de silenciamiento génico seleccionado es rápido y ha demostrado su 

potencial en el control de la expresión de genes amibianos. Sin embargo, los incidentes 

metodológicos que se presentaron durante el desarrollo experimental suponen la presencia 

de conflictos técnicos no sospechados, los cuales se asocian a la naturaleza del modelo. 
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Ante esto, ya se han identificado variantes metodológicas que aseguran una evaluación 

inequívoca el papel funcional de EhPDI en la fisiología de E, histolytica. 
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VI. ANEXOS 

 

VI.1. Artículo: Muñoz et al. ACTIVITY, STABILITY AND FOLDING ANALYSIS 

OF THE CHITINASE FROM Entamoeba histolytica. Parasitology 

International 2016; 65: 70-77 

 

Resumen 

La amibiasis en humanos, causada por el 

protozoario parasítico Entamoeba histolytica, continúa 

siendo un problema importante de salud pública en 

países en vías de desarrollo. El ciclo de vida del parásito 

comprende dos etapas principales, el trofozoíto y el 

quiste, los cuales están ligados a dos eventos 

importantes: el enquistamiento y el desenquistamiento. 

De manera interesante, el quiste posee una pared de 

quitina que ayuda al parásito a soportar condiciones 

medioambientales adversas.  

Debido a que la quitinasa amibiana ha sido reconocida como una molécula clave en 

ambos procesos, enquistamiento y desenquistamiento, es factible considerar que la 

inhibición específica de la enzima pudiera arrestar el ciclo de vida parasitario y, por tanto, 

detener la infección. Sin embargo, para inhibir de manera específica a EhCHT1 es 

importante reconocer sus características bioquímicas únicas, lo que nos proporcionará 

herramientas para tener la habilidad de controlar su función celular. Por tanto, para 

reconocer la relación estructura-función de EhCHT1, realizamos una serie de experimentos 

que nos permitieron examinar los efectos del pH, temperatura y de un agente 

desnaturalizante, sobre la actividad y estabilidad enzimática. Adicionalmente, la 

dependencia del plegamiento oxidativo in-vivo fue estudiada utilizando un modelo 

bacteriano. Nuestros resultados comprueban el potencial de EhCHT1 como un blanco para 

el diseño y desarrollo de nuevos o mejorados agentes terapéuticos anti-amibianos. Así 

mismo, el potencial de la oxidorreductasa EhPDI, involucrado en el plegamiento oxidativo 

de proteínas amibianas, también fue confirmado. 

 
 
Figura 4. Resumen gráfico.  
 
Tomado de Muñoz et al. (2016). El texto 
permanece en el idioma original de la 
referencia. 
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VI.2. Capítulo: Muñoz et al. PROTEIN FOLDING AND MOLECULAR 

CHAPERONES OF PROTOZOA. In: New Research on Molecular 

Chaperones. Jaime Wyatt (Ed). Nova Science Publishers, Inc. 2015 

 

Resumen 

In-vivo, las proteínas son sintetizadas por los ribosomas como cadenas lineales. Para 

ser funcionales, deben plegarse y adquirir su estructura tridimensional (conformación 

nativa). De manera interesante, algunas proteínas pueden obtener su estructura nativa de 

manera espontánea. Sin embargo, muchas otras no adoptan esa estructura y adquieren un 

plegamiento incorrecto, exhibiendo una tendencia a agregarse. Ante esto, el RE contiene 

una maquinaria molecular que previene la agregación y promueve el plegamiento correcto, 

controlando la proteostasis celular. Sin embargo, algunas proteínas fallan en su intento de 

adoptar su conformación nativa, representando una amenaza constante para la función y 

viabilidad de la célula. 

Las infecciones parasitarias son un problema importante de salud pública en 

regiones tropicales y subtropicales. Diversos estudios enfocados en la biología de 

protozoarios parasíticos de importancia médica, como Leishmania, Trypanosoma, y 

Plasmodium, han revelado diversos procesos relacionados con su estilo de vida particular. 

Dado que soportan condiciones medioambientales adversas conforme avanzan en su ciclo 

de vida; contendiendo con al menos cuatro tipos de estrés celular: térmico, nutricional 

osmótico y oxidativo, estos microorganismos han desarrollado diferentes mecanismos de 

respuesta, los cuales incluyen la activación de la expresión de chaperonas moleculares que 

juegan papeles importantes, tanto en el mantenimiento de la homeostasis como en el 

plegamiento correcto de proteínas.  

En el presente capítulo, se revisaron los avances actuales sobre el papel funcional 

que desempeñan las chaperonas y plegasas de protozoarios parasíticos de importancia 

médica en los mecanismos de respuesta a condiciones de estrés. De igual manera, se 

analizaron los estudios que proponen a estas moléculas como dianas para el diseño de 

nuevos agentes anti-parasitarios. 
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