UACM

Universidad Autdnoma
de la Ciudad de México
NADA HUMANO ME ES AJENO

COLEGIO DE CIENCIAS Y HUMANIDADES

LICENCIATURA EN PROMOCION DE LA SALUD

Proteinas de union a oxisterol de Entamoeba histolytica
y el uso de las herramientas moleculares en la promocién de la salud

TESIS QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE
LICENCIADA EN PROMOCION DE LA SALUD

PRESENTA

Jessica Jazmin Gutiérrez Gallardo

Directora de la Tesis

Dra. Silvia Castellanos Castro

Codirector

Dr. Israel Felipe Canela Pérez

Ciudad de México febrero, 2025.



Universidad Auténoma " e
de la Ciudad de México Coordinacion
Académica

Nada humano me es ajenc

SISTEMA BIBLIOTECARIO DE INFORMACION
Y DOCUMENTACION

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE LA CIUDAD DE MEXICO
COORDINACION ACADEMICA

RESTRICCIONES DE USO PARA LAS TESIS DIGITALES

DERECHOS RESERVADOS®

La presente obra y cada uno de sus elementos esta protegido por la Ley Federal del Derecho
de Autor; por la Ley de la Universidad Auténoma de la Ciudad de México, asi como lo
dispuesto por el Estatuto General Organico de la Universidad Auténoma de la Ciudad de
Meéxico; del mismo modo por lo establecido en el Acuerdo por el cual se aprueba la Norma
mediante la que se Modifican, Adicionan y Derogan Diversas Disposiciones del Estatuto
Organico de la Universidad de la Ciudad de México, aprobado por el Consejo de Gobierno el
29 de enero de 2002, con el objeto de definir las atribuciones de las diferentes unidades que
forman la estructura de la Universidad Autéonoma de la Ciudad de México como organismo
publico auténomo y lo establecido en el Reglamento de Titulacion de la Universidad
Autonoma de la Ciudad de México.

Por lo que el uso de su contenido, asi como cada una de las partes que lo integran y que
estan bajo la tutela de la Ley Federal de Derecho de Autor, obliga a quien haga uso de la
presente obra a considerar que solo lo realizara si es para fines educativos, académicos, de
investigacion o informativos y se compromete a citar esta fuente, asi como a su autor ¢
autores. Por lo tanto, queda prohibida su reproduccién total o parcial y cualquier uso
diferente a los ya mencionados, los cuales seran reclamados por el titular de los derechos y
sancionados conforme a la legislacion aplicable.



INTEGRACION DEL JURADO

Presidenta: Dra. Laura ltzel Quintas Granados
Secretaria: Dra. Elisa Irene Azuara Liceaga

Vocal: Mtro. Edgar del Carmen Sierra Palacios

Directora

Dra. Silvia Castellanos Castro

Universidad Autbnoma de la Ciudad de México

Codirector

Dr. Israel Felipe Canela Pérez

Centro de Investigacidn y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional



LECTORES DE TESIS

Dra. Laura ltzel Quintas Granados

Biologia Humana, Plantel Cuautepec, UACM

Dra. Elisa Irene Azuara Liceaga

Posgrado en Ciencias Genomicas, Plantel del valle, UACM

Mtro. Edgar del Carmen Sierra Palacios

Biologia, Plantel Casa Libertad, UACM



Este trabajo de tesis se desarrollo en el laboratorio de biologia y
quimica del plantel Casa Libertad, UACM, en colaboracién con el
Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del Instituto
Politécnico Nacional (CINVESTAV-IPN); con el apoyo de los
proyectos POA-UACM del colegio de Ciencias y Humanidades con
numeros de registro CCH-RGI-024-071 y CCH-RGI-019-027,
ademas con el apoyo de la beca para el desarrollo de tesis por parte
de la Coordinacién de Servicios Estudiantiles, UACM.



AGRADECIMIENTOS

A mi directora de tesis la Dra. Silvia Castellanos Castro, por su
paciencia, su gran apoyo, a mi codirector el Dr. Israel Felipe Canela

Pérez, por su apoyo y dedicacion.

A mis lectores Mtro. Edgar del Carmen Sierra Palacios, Dra. Elisa
Irene Azuara Liceaga y la Dra. Laura ltzel Quintas Granados.
También, agradezco a la Dra. Patricia Areli Cuellar Silva adscrita al
Conachyt-Sechiti por su valiosa asesoria con el manejo de
imagenes y la creacion del diagrama de Ven. A la Dra. Jeni Bolafios
Rebolledo por el disefio de oligonucleétidos para la RT-PCR.

Al equipo del laboratorio de biologia y quimica del plantel Casa
Libertad. También quiero agradecer al equipo administrativo de
Casa Libertad por todas las gestiones que permitieron que yo

pudiera realizar y concluir mi tesis.

Quiero agradecer a mi hijo Oscar Flores Gutiérrez por su paciencia,
Su comprension, su gran apoyo para poder realizar y concluir este
suefio que empezo hace afos, a Arturo Flores Heredia por su
apoyo, motivacion para empezar el camino de retomar mis estudios

y poder concluirlos.

A Concepcion Malacara Marquez e Isabel Fabian Sanchez por
buscarme y motivarme para que pudiera regresar a la universidad,
ademas durante la carrera junto con Miguel Angel Acevedo
Rodriguez me apoyaron cuando mas lo necesitaba, gracias
infinitas; a Eduardo de la Rosa Guzman por apoyarme para

continuar y regresar a la universidad y retomar mis estudios.

Gracias a todos mis amigos que de una u otra forma me dieron

animos para continuar y concluir mis estudios.



iNDICE

RESUMEN ... s s s s s s s s e nnaens 1
L INTRODUGCCION .....ccoiiiiiiiiiieiiiiie e e e e e eete e e e e e e eeenaae e e e e eeennnnneeeeeeennnnnns 3
1.1 AMEBIASIS 5
1.2 EPIDEMIOLOGIA ..., 6
1.3 Entamoeba NiSIOIYEICA .............c.coieiuiii e 8
T4 QUISTE e 8
1.5  TROFOZOITO ..o 9
1.6 CICLO DE VIDADE E. hiStOIYtiCa ..........ccoueiiiiiiiiiiiiiiiii e 10
1.7 TIPOS DEAMEBIASIS ... 11

a) AMEBIASIS INTRALUMINAL ... 11

b) COLITIS AMEBIANA ... 12

c) AMEBIASIS EXTRAINTESTINAL ..., 12
1.8 FACTORES DE PATOGENICIDAD DE E. histolytica ........................... 14
1.9 DIAGNOSTICO DE LAAMEBIASIS .....coooviiieie e 22
110 TRATAMIENTO .o e 23
111 PREVENCION ..., 24
Il MARCO TEORICO ......ccoiiiiiieiieeciiiieeeeeeeeeenee e e e e e eeena e e e e e e eennnnnens 25
2.1 LIPIDOS DE E. RiStOIYHCA ..........eeeeeeeeeeeee e, 25
2.2 COLESTEROLEN E. hiSIOIYEICA ..., 27
2.3 LAS PROTEINAS DE TRANSFERENCIA DE LiPIDOS EN E. histolytica .28
2.4 PROTEINAS ORPs Y GENERALIDADES EN EUCARIONTES .............. 31
1] JUSTIFICACION ... e e e e e e e e e e e e e e e ennan s 33
v HIPOTESIS ....uuiiieiiieiee e e e e e et eree e e e e en e e e s e e eesnna e e e e e e e s nnnnnnnannnes 33
V. OBJETIVO GENERAL ..o e e 34
VI.  OBJETIVOS ESPECIFICOS .......uuciiiiiiiiiecceeeeeeeeeee e e eeeenee e e e e 34
VIl. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL ..o rrra e 34
VIII. METODOS BIOINFORMATICOS ......coevuuuiieieeiiiiniieeeeeeeennnaeeeeeeeeens 37
8.1 IDENTIFICACION DE PARALOGOS Y ANALISIS DE LA EXPRESION DE
LOS GENES .. 37
8.1.1 IDENTIFICACION DE ORTOLOGOS .......ovvvieeiiiiiiieee e, 37
8.1.2 ALINEAMIENTO DE ORTOLOGOS .......ovvniiiiiiiiiieee e, 37
8.1.3 CLADOGRAMAS DE PROTEINAS ENORPS ......cooiiiiiiiiiiie 38
8.1.4 PORCENTAJE DE SIMILITUD ENTRE ORTOLOGOS ...........ccceeeen. 38
8.1.5 IDENTIFICACION DE DOMINIOS Y MOTIVOS CONSERVADOS ......... 38
8.1.6 PREDICCION DE ESTRUCTURA 3D y DOCKING MOLECULAR .......... 38
8.1.7 PREDICCION DE INTERACTOMAS .......ccoiiiiiiiiiee e 39
8.2 METODOS EXPERIMENTALES .......ccuuiiiiiiiiiiiiceeeeeeeeene e e e e e eeennnees 39
8.2.1 CULTIVO CELULAR DE TROFOZOITOS ......uoiieiiiiieeeeeeeeiee e 39
8.2.2 EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS ........cvvviiieiiiiiiieeee e 40

8.2.3

ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS ..........ooovvviiiiiiiiinne, 40



8.2.4 ESTANDARIZACION DE LA EXPRESION DE GENES MEDIANTE RT-PCR

.......................................................................................................... 41
IX. RESULTADOS in SiliCO .....cucueiiieiiieieiieiiiieiiiii i sne e e ae s 42
9.1  IDENTIFICACION DE PARALOGOS Y ANALISIS DE LA EXPRESION DE
LOS GENES ..o 42
9.1.1 IDENTIFICACION DE ORTOLOGOS ......vvveieeeeieeeeeiieeeee 47
9.1.2 ALINEAMIENTO DE ORTOLOGOS ......ovvvvvieeeeeeeeeeeiiieeeeeeeeeeeeeeeee e, 47
9.1.3 CLADOGRAMAS DE PROTEINAS ENORPS ...........cceeeeieiiiiiiiiieeee . 60
9.1.4 PORCENTAJE DE SIMILITUD ENTRE PROTEINAS ORTOLOGAS ....... 61
9.1.5 DOMINIOS DE UNION A OXISTEROL DE LAS EhORPS ............uuu...... 62
9.1.6 ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LAS PROTEINAS EhORPs ....... 63
9.1.7 DOCKING MOLECULAR ... 64
9.1.8 INTERACTOMAS DE LAS PROTEINAS EhORPS .............cccovvvnnnnnnn. 66
X. RESULTADOS EXPERIMENTALES ... 67
10.1 PERFIL ELECTROFORETICO DE ARN TOTAL DE E. histolytica OBTENIDO
BAJO CONDICIONES DE CULTIVO BASALES ..., 68
10.2 ESTANDARIZACION DE LA EXPRESION DE GENES MEDIANTE RT-PCR
.......................................................................................................... 69
X1 DISCUSION DE RESULTADOS .......uuuuuieeeeeeeeeeeeeeeeeeeennsnnnnnannanaeeeeeeeens 70
Xll. EL USO DE LAS HERRAMIENTAS MOLECULARES EN LA PROMOCION
DE LA SALUD EN EL MODELO DE AMEBIASIS..........ccoiiiiiiiiieenae 75
b 1| I oo ] N[ o I 0 E=1 [ ¥ 83
XIV. PERSPECTIVAS ... 84
XV. REFERENCIAS ... e s e 85
FIGURAS SUPLEMENTARIAS ... 93

ANEXO: PRESENTACION EN CONGRESO INTERNACIONAL ........cccceuue..... 95



iNDICE DE TABLAS

Tabla 1. Métodos de diagnostico de la amebiasis ... 22
Tabla 2. Proteinas de union al mono fosfato de fosfatidilinositol ...................... 26

Tabla 3. Condiciones estandarizadas para la amplificacion de ARNm de ehorps.41

Tabla 4. Genes codificantes para proteinas ENORPs ...l 42
Tabla 5. Secuencia de aminoacidos de las proteinas ENORPs ........................ 46
Tabla 6. Ort6logos para ENORPS ... 47

Tabla 7. Caracteristicas fisicoquimicas, dominios y numeros de acceso de las
proteinas ENORPS ... 62

Tabla 8. Disefio de los oligonucleoétidos para RT-PCR ... 67



iNDICE DE FIGURAS

Figura 1. Quiste de E. hiSIOIYtICA ............o.ouiii e 9
Figura 2. Trofozoito de E. hiSIOIYEICa .............ouoiiiiiiii e 9
Figura 3. Ciclode vidade E. hiStOIYEiCa ............c..ccooiiiiiiii e 11
Figura 4. Proteinas que intervienen en la virulencia de E. histolytica .................. 14
Figura 5. Fagocitosis de E. hiSIOIYEICA .............cooeiuiiii i 18
Figura 6. Proceso de trogoCitoSIS ....... ..o 19

Figura 7. Organizacion y clasificacion de dominios de las proteinas de transferencia

de lipidos (LTP) de humanos, levaduras y E. histolytica ......................... 30
Figura 8. Estrategia experimental in SiliCo ..., 35
Figura 9. Estrategia experimental .......... ... 36

Figura 10. Las EnNORPs se expresan de manera diferencial segun las condiciones

de cultivo en E. hiSTOIVEICA ............ouoni e 45
Figura 11. Alineamiento de las secuencias ortélogas para EnORP1 .................. 50
Figura 12. Alineamiento de las secuencias ortologas para EnORP2 .................. 55
Figura 13. Alineamiento de secuencias ortdlogas para EhNORP3 ....................... 57
Figura 14. Alineamiento de las secuencias ortologas para EnORP4 .................. 59
Figura 15: Cladogramas de las proteinas ENORPS ..., 60

Figura 16. Porcentaje de identidad entre proteinas ortdlogas de union a oxisterol.61

Figura 17. Estructura de las proteinas putativas ORPs de E. histolytica ............. 63
Figura 18: Estructuras 3D de las proteinas ENORPs ..., 64
Figura 19: Docking Molecular de las EnORPs con sus ligandos lipidicos ........... 65
Figura 20. Interactomas de proteinas ENORPS ..., 66
Figura 21: Corrimiento electroforético de acidos nucleicos ..............c.cooeevieinnnnn. 68

Figura 22: Analisis de la expresion de los genes ehorps ............ccceveiiiiiiiininn, 69



iNDICE DE FIGURAS SUPLEMENTARIAS

Figura 1S. Datos fisicoquimicos de la unidn del P14P a las EnORPs obtenidos
mediante el docking molecular ... 93
Figura 2S. Datos fisicoquimicos de la union del colesterol a las EhORPs
obtenidos mediante el docking molecular ... 93



ABREVIATURAS:

ADN
AHA
ARNmM
ARNasas
ARN
ARN Helicasa
ARNseq
ARN total
cDNA
EhCPAD
EhORPs
g

HSH
InMeGen
InDRE
Kcal/mol
LTPs
L220
min
ng/uL
NIAID
NLS

nm

ORD
ORPs
OSsSBP
pb

PCR

Pl

PIPs
Pl4P

RT
SAPLIP
SINAVE
SREHP
TA

™
VAMP
ML

°C

Acido desoxirribonucleico

absceso hepatico amebiano

Acido ribonucleico mensajero

Hidrolasa de ARN

Acido ribonucleico

Acido ribonucleico Helicasa

Acido ribonucleico de secuencia

Acido ribonucleico total

Acido desoxirribonucleico complementario

Complejo de adhesina y cisteina proteasa de E. histolytica
Proteinas de union a oxisterol de E. histolytica
Gramos

Hombres que tienen sexo con hombres

Instituto Nacional de Medicina Gendmica

Instituto de Diagnodstico y Referencia Epidemiologicos
Kilocaloria por mol

Proteinas de Transferencia de Lipidos

Lectina 220

Minutos

Nano gramos por microlitros

Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades Infecciosas
Senal de localizacion nuclear

Nanometro

Dominio de unién a oxisterol

Proteinas de unién a oxisterol

Proteina relacionada con las proteinas de union a oxisterol
Pares de bases

Reaccién en cadena de la polimerasa
Fosfatidilinositol

Fosfoinositidos

Fosfatidilinositol 4 fosfato

Transcripcion reversa

Proteina tipo saposina

Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica
Proteina rica en serina de E. histolytica
Temperatura ambiente

Dominio transmembranal

Proteinas de membrana asociadas a vesiculas
mililitro

Grados centigrados



RESUMEN

Las herramientas moleculares son un conjunto de técnicas que permiten
estudiar los mecanismos celulares y genéticos a nivel molecular, han sido
fundamentales en el area de la salud. Estas tecnologias permiten analizar
metabolitos, acidos nucleicos y proteinas y con su desarrollo, hemos
ampliado nuestra comprension de los procesos biolégicos y las
enfermedades, tanto infecciosas como no infecciosas, transformando el
diagndstico, la prevencion y el tratamiento. Ademas de su impacto en la
salud publica, el dominio de estas tecnologias es esencial en la formacion
de profesionales para abordar los desafios sanitarios con un enfoque
interdisciplinario y tecnologico, fortaleciendo su capacidad para responder
con mayor precision a problematicas de salud a nivel regional e

internacional.

En esta tesis, nos enfocamos en el uso de las herramientas moleculares
para abordar la amebiasis, una enfermedad parasitaria presente en todo el
mundo, endémica en los paises en desarrollo como México y es causada
por Entamoeba histolytica. Debido al alto numero de contagios a nivel
global, la falta de vacuna para esta infeccion, la resistencia de las amebas
frente a los antiparasitarios y los efectos secundarios que generan estos
medicamentos, es importante buscar nuevas alternativas diagnodsticas y

terapéuticas, asi como estrategias de prevencion.

El ciclo de vida del parasito consta de las etapas de quiste infeccioso y
trofozoito proliferativo, el metabolismo de los lipidos desempefian un papel
crucial en la biologia del parasito, pues no los produce completamente y los
necesita tomar del medio del cultivo y del cuerpo humano. Sin embargo, los
mecanismos exactos que regulan el transporte y la regulacién de lipidos en
la patogénesis y en la relacion del hospedero con la ameba aun son
desconocidos. En el genoma de E. histolytica, existen cuatro genes que
codifican para proteinas putativas de union a oxisterol (EhORPs).



Nosotros realizamos un analisis bioinformatico de para analizar su
estructura, predecir su papel en las funciones celulares y capacidad de
union a los lipidos. Las cuatro EhORPs varian en longitud y puntos
isoeléctricos, presentan los dominios conservados y muestran variabilidad
estructural. Dos de ellas son proteinas citoplasmaticas y dos se anclan a la
membrana. Estas moléculas se clasifican en dos grupos ortélogos con otros
protozoarios y todos las EhORPs mostraron una baja identidad de
aminoacidos con sus homoélogos humanos y de levadura, lo que indica una

divergencia evolutiva que facilita su uso como blancos terapéuticos seguros.

Nuestros modelos de acoplamiento molecular sugieren que las EhORPs
unen colesterol y PI14P. Al analizar la expresion de estos genes en diferentes
condiciones de cultivo, asi como y el enriquecimiento funcional de los
términos de ontologia genética asociados con las proteinas que interactuan
con las EhORPs, encontramos que estas moléculas interaccionan con
moléculas que unen e hidrolizan el ATP y que participan en varios procesos
vitales para el parasito, tales como la regulacién durante condiciones de
estrés por temperatura, oxidacion y privacion de suero, también en el
transporte vesicular, invasion de colon, la adaptacién a las condiciones del
intestino y finalmente, las transiciones de etapas de desarrollo: el
enquistamiento y desenquistamiento. Con nuestros resultados, podemos
sugerir que estas proteinas pueden ser potenciales blancos farmacéuticos

y vacunales en contra de la amebiasis.



INTRODUCCION

En 1945, Henry Sigerist fue pionero en diferenciar la salud de la enfermedad,
proponiendo que la medicina debia enfocarse en cuatro tareas esenciales:
promover la salud, prevenir la enfermedad, tratar al enfermo y rehabilitar.
Segun Sigerist, la promocidn de la salud implicaba garantizar condiciones de
vida dignas, acceso a educacion, trabajo en buenas condiciones, ejercicio
fisico, descanso y recreacidn (Esteban, 1998). En los afos setenta, la salud
publica experimenté una transformacidén significativa, centrada en la
prevencion y en estrategias individuales que cuestionaban los modelos
meédicos tradicionales. Uno de los aportes mas destacados fue el de Blum,
quien propuso entender la promocion de la salud como un esfuerzo
intersectorial fundamentado en la participacion y el desarrollo comunitario
(Carmona et al., 2005).

Los cambios en el poder politico de muchas naciones, el rol de los paises no
alineados, el reconocimiento de la pobreza como una causa clave de
desigualdad en salud, y la crisis de los sistemas de salud llevaron a repensar
las politicas publicas internacionales. Esto resultd en un cambio de un
enfoque centrado solo en tratamientos médicos hacia un modelo mas amplio
enfocado en la promocién de la salud. En este escenario, las herramientas
moleculares han transformado el campo de la salud al proporcionar métodos
precisos y personalizados para comprender y mejorar el bienestar humano.
Estas técnicas, que analizan moléculas como los acidos nucleicos y los
metabolitos, permiten investigar a fondo los procesos celulares y genéticos,
lo que abre nuevas oportunidades para prevenir, diagnosticar y tratar
enfermedades de manera mas efectiva y con menos efectos secundarios

(Lago-Sampedro and Garcia-Escobar 2022).

Ademas, en la investigacion de terapias y medicamentos, estas herramientas
son indispensables para comprender la relacidn huésped-patogeno, las
susceptibilidades a las enfermedades, la herencia de enfermedades
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genéticas y desarrollar tratamientos mas efectivos. También, las técnicas
moleculares son Utiles para analizar el ambiente (microorganismos, toxicos, cultivos
de alimentos, etc.) y su relacién con la salud. Desde la perspectiva de la
promocién de la salud, estas tecnologias contribuyen al bienestar colectivo,
alineandose con el concepto de la Carta de Ottawa, que define la promocion
de la salud como el proceso de proporcionar a las personas los medios para
mejorar su bienestar fisico, mental y social, permitiéndoles ejercer mayor
control sobre su entorno y su vida (OMS, 2001). Este enfoque positivo
resalta tanto los recursos sociales y personales como las aptitudes fisicas,
enfocandose en la salud como parte integral de la vida cotidiana. Para lograr
la equidad en salud, es fundamental redistribuir poder y recursos, atender
las necesidades especificas de las poblaciones, fortalecer sus capacidades
y empoderarlas. La promocion de la salud, ademas de ser participativa, es

intersectorial, contextual y puede operar en diversos niveles.

Las herramientas moleculares en México se usan en diversas instituciones
de salud, particularmente en CDMX se brinda atencién con base en las
herramientas moleculares es el Instituto Nacional de Medicina Gendmica
(Inmegen) el cual brinda servicios de alta especialidad sobre genética
(enfermedades no infecciosas) como enfermedades cardiovasculares,
metabdlicas, psiquiatricas, neurodegenerativas y cancer, como: pruebas de
paternidad y parentesco, cancer hereditario, analisis de mutaciones
somaticas (tumores soélidos y hematoldgicos), trasplantes y analisis de
enfermedades monogénicas (Secretaria de Salud, 2023).

También esta el Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemiologicos
(InDRE), dependiente de la Secretaria de Salud de México y se encarga del
diagndstico, control, referencia, investigacion y desarrollo tecnolégico para
la vigilancia de enfermedades epidemiologicas. Este ofrece los servicios de
recepcion de muestras, venta de insumos, cursos de capacitacion y

evaluacion de pruebas diagndsticas (Secretaria de Salud, 2025). Se debe



presentar una solicitud, firma del médico solicitante y tipo de estudio
requerido, resumen de historia clinica, el formato para el envio de muestras

biolégicas y cubrir el costo del estudio (Secretaria de Salud, 2025).

En esta tesis, utilizamos algunas herramientas moleculares para abordar la
investigacion de la amebiasis, una enfermedad gastrointestinal endémica en

México y varios paises del mundo.

1.1 AMEBIASIS

La disenteria amebiana es una enfermedad parasitaria que se desarrolla en
el ser humano y es causada por un protozoario que pertenece al género
Entamoeba, de |la especie histolytica (Saavedra 2017). Dicha enfermedad es
mas frecuente en los paises en desarrollo, asi como en los viajeros e
inmigrantes que visitan los paises endémicos. Esta infeccion puede ser
asintomatica, pero en algunas ocasiones puede desarrollar una infeccion
grave como colitis amebiana y absceso hepatico amebiano. México es
considerado un pais endémico debido a la alta prevalencia de esta infeccidn
en la poblacion (Maestro, 2014).

Entamoeba histolytica se clasifica como un patdogeno de biodefensa prioritario
de categoria B por el Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades
Infecciosas (NIAID), esto es debido a su baja dosis infecciosa, resistencia al
cloro y estabilidad ambiental. Estas propiedades pueden representar una
amenaza social pues el parasito es de facil diseminacion a través de
alimentos y agua contaminados con quistes y también puede existir una
exposicion a la materia fecal a través de insectos como moscas y cucarachas
(Shirley et al., 2018). La transmision es fecal-oral y, ademas, se sabe que otra
forma de transmision de la amebiasis es con el contacto directo de persona
a persona durante las practicas sexuales de tipo oral-anal (Zhou 2013). Los
hombres homosexuales, bisexuales y otros grupos de hombres que tienen

sexo con hombres (HSH) tienen en particular un mayor riesgo de adquirir



amebiasis, como lo destacan paises de Asia, Europa, América del Norte y
Australia; por ejemplo, en Taiwan los HSH infectados por el virus del VIH
tenian 15 veces mas probabilidades de tener infeccion con E. histolytica que
otros grupos de riesgo, ademas en las provincias chinas de Beijing y Tianjin,
la seroprevalencia de amebiasis alcanzé hasta el 41% entre los HSH
(Swaminathan 2009).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

En 1903 Schaudinn fue el primero en describir y discriminar las especies
patogenas E. histolytica de E. coli (no patdgena), llamando a la primera,
ameba histolytica por ser productora de la lisis tisular (Medina 2012). A nivel
mundial, la amebiasis es la tercera enfermedad parasitaria que causan la
muerte en el mundo, después de la malaria y la esquistosomiasis
(enfermedad aguda causada por gusanos parasitos) (Candela Senti, E.,
2024). Aproximadamente del 7 al 10% de la poblacién mundial esta infectada
por alguna de las tres especies infecciosas para el ser humano: E. histolytica,
E. dispar y E. moshkovskii (Royer 2012; Chacin-Bonilla, 2010). La
prevalencia mas alta es en regiones tropicales y subtropicales de América
Central y del Sur, Asia y Africa, Bangladesh, India, Brasil, Colombia, México
y China son los paises mas afectados (Lozano et al, 2012). Se estima que
hasta 50 millones de personas se ven afectadas por E. histolytica
provocando mas de 100,000 muertes al afio (Kantor 2018). Existe un gran
sistema internacional de vigilancia y monitoreo, con el que se ha demostrado
que E. histolytica es el tercer patdgeno aislado con mayor frecuencia entre
los viajeros que regresan de paises endémicos con enfermedad
gastrointestinal infecciosa (Swaminathan 2009). La amebiasis representa el
12.5% de todos los casos confirmados, con una incidencia estimada de 14
de cada 1,000 viajeros que regresan a sus paises de origen, Oriente Medio
y América del Sur se consideran endémicos (Shirley 2019). También, la
amebiasis se produce entre los inmigrantes, homosexuales o prisioneros

(Ghenghesh 2016). Se realizaron exhaustivos examenes clinicos que
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demostraron la prevalencia de E. histolytica en varios paises,
particularmente en Sudafrica con una tasa de prevalencia del 124 %.
(Samie 2006). La amibiasis intestinal por E. histolytica se estimo6 con
una prevalencia del 58.3% en Kenia en 2012 (Kipyegen 2012), del 54.5% en
Ruanda en 2020 (Emile 2013) y del 19.93%

en Uganda en 2012 (Ekou 2012).

En el boletin del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica, hasta la
semana epidemioldgica 52 del 2024, Chiapas es el estado con un mayor
numero de casos acumulados de amebiasis intestinal, con un total de 8,276
hombres y 10,843 mujeres, mientras que CDMX tiene 1,149 hombresy 1,436
mujeres con un acumulado total de 2,937, incluyendo el afio 2023. Por otro
lado, Querétaro es el estado con menor numero de casos, con 120 hombres
y 200 mujeres (Boletin Epidemiolégico Nacional, SINAVE, 2024).

La amebiasis intestinal puede complicarse con la migracién de los parasitos
hacia el higado generando el absceso hepatico amebiano. (AHA) que tiene
una incidencia mundial de 50 millones de infecciones anuales (Petri, W.A
1999). En paises en vias de desarrollo como Vietham, donde es endémica la
infeccion por E. histolytica, la incidencia anual de AHA es de 21 casos por
100,000 habitantes, mientras que en los paises desarrollados como Estados
Unidos de Norteamérica es infrecuente y habitualmente se detecta en
inmigrantes de paises en desarrollo o viajeros de esta procedencia (Haque
2003). Algunas complicaciones graves del AHA registradas en los pacientes
con diagnostico tardio fueron la trombosis y la embolia (Touré 2012). Se sabe
que en Africa algunos factores de riesgo para contraer enfermedades son: la
falta de higiene personal, el uso de agua estancada, la falta de un sistema
sanitario de eliminacion, el uso de heces humanas en la agricultura y la
reproduccion intensiva de moscas (Norhayati et al., 2003). Estos factores de

riesgo aplican a varios paises en desarrollo.



En México existen reportes de hasta un 8.4% de amebiasis extra intestinal
(Maestro, 2014; Tangpukdee 2009; Torres-Guerrero 2017). Con base en los
datos del Sistema de Vigilancia Epidemiologica de México en los ultimos diez
afnos, el numero de casos de absceso hepatico amebiano ha aumentado
hasta 3 veces y es mas frecuente en hombres en los estados de Jalisco y
Sinaloa (SINAVE, 2024).

1.3. Entamoeba histolytica

E. histolytica es un parasito protozoario entérico que puede vivir en el
intestino grueso y/o invadir la mucosa intestinal, provocando lesiones y
diseminandose a diferentes érganos y es capaz de producir enfermedad en
el ser humano (Botero, 2012). El ciclo de vida de la E. histolytica es simple
y consta de dos estadios, el quiste y el trofozoito.

1.4 QUISTE

Es la forma infectiva y de resistencia del parasito, de metabolismo latente y
responsable de la transmisién de la enfermedad; tiene una estructura esférica
u ovoide. Puede presentar de 1 a 4 nucleos y una capa gruesa de quitina, la
cual funciona como una capa protectora, asi resiste a las condiciones
extremas del ambiente por tiempos prolongados (Saavedra 2017).

Mide de 10 a 15 um, en el citoplasma tienen barras cromatoides de bordes
curvos y una masa de glucogeno cuando son inmaduros; se dividen por
mitosis sucesivas y al alcanzar la madurez tienen cuatro nucleos. Cuando los
quistes maduros son ingeridos por un hospedero, estos se desenquistan al
llegar al estbmago donde se reblandece su pared de quitina debido al
contacto con el contenido gastrico. Posteriormente, ocurre la division de
nucleos resultando ocho trofozoitos de cada quiste tetra nucleado (Fig. 1)
(Saavedra, A. 2017).



Figura 1. Quiste de E. histolytica (Monroy et al., 2011)

1.5 TROFOZOITO

Es la forma vegetativa responsable de la proliferacion, alimentacion y
patogénesis; es movil, invasivo e irregular; se distinguen el exoplasma que le
sirve para desplazarse a la vez que emite pseudopodos y el endoplasma, que
rodea al nucleo y se caracteriza por tener numerosas vacuolas (Fig. 2). El
trofozoito se reproduce a través de fision binaria, mide entre 10-60 um
aproximadamente, se caracterizan por ser uninucleados y moverse muy
rapido emitiendo pseudopodos anchos, unidireccionales. Tienen una alta
capacidad fagocitica y pueden ingerir microorganismos y globulos rojos
durante la invasién de tejidos. Los trofozoitos migran por el intestino delgado
hasta llegar al colon donde proliferan, es decir, se multiplican y por
mecanismos aun desconocidos algunos se vuelven a enquistar para salir
junto con la materia fecal y asi el parasito logra reiniciar su ciclo biolégico
(Saavedra 2017).
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Figura 2. Trofozoito de E. histolytica (Monroy et al., 2011).



1.6 CICLO DE VIDA DE E. histolytica

El ciclo de vida de este parasito es directo; es decir, tiene un solo hospedador.
Los quistes pueden sobrevivir a dias o semanas en el ambiente externo,
mientras que los trofozoitos se mueren rapidamente una vez que estan fuera
del cuerpo al entrar en contacto con el oxigeno y también, se degradan por
secreciones gastricas si se ingieren (Kantor, 2018). Por su parte los
trofozoitos pueden invadir el epitelio intestinal e incluso pasar a sitios
extraintestinales como el higado a través de la circulacion portal hepatica o
diseminarse a sitios distantes como el cerebro y los pulmones
hematdégenamente, es decir que se disemina por el torrente sanguineo (Fig.
3). Los sintomas pueden presentarse después de la ingestion, sin embargo,

también pueden desarrollarse afos después de la infeccion (Shirley 2018).
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Figura 3. Ciclo de vida de E. histolytica: A) Los quistes entran al cuerpo
humano a través de la boca, contaminados con heces fecales humanas. B)
En el estbmago se reblandece la pared de quitina de los quistes. C) Los
quistes desenquistan y cada uno genera ocho trofozoitos que avanzan por el
intestino delgado. D) Los Trofozoitos llegan al colon, algunos se quedan ahi
sin causar dafo alguno al ser humano (Amibiasis asintomatica). E) Otros
atacan al ser humano a través de los diversos mecanismos de patogénesis
causando colitis amebiana y otros, pueden llegar al torrente sanguineo e
invadir otros 6rganos. F) Otros trofozoitos se vuelven a enquistar y salen a
través de las heces para comenzar nuevamente el ciclo modificada de
(Manuel, C. P. 2011).

1.7 TIPOS DE AMEBIASIS

Segun el nivel de virulencia de E. histolytica, asi como de las condiciones del
huésped, se pueden presentar distintos grados de enfermedad, por lo que
existen tres tipos de amebiasis, a continuacion, se explicara cada una. Por
otro lado, no hay una diferencia de género en la frecuencia de amebiasis en
los nifios, sin embargo, en la poblacion adulta, la infeccion intestinal es mas
frecuente en mujeres y la enfermedad invasiva es mas comun en hombres
adultos (Shirley 2018).

a) AMEBIASIS INTRALUMINAL

Se conoce como amebiasis luminal a la infeccion intestinal asintomatica, se
deben considerar a aquellas personas con antecedentes de viaje o
inmigracion desde un area endémica o antecedentes de la infeccion en el

hogar o contacto sexual (Cordel, H. 2013).
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b) COLITIS AMEBIANA

También conocida como ulcerativa; esta infeccion intestinal sintomatica
puede tener varias manifestaciones, sin embargo, algo que distingue a la
colitis amebiana es la diarrea que puede ser acuosa o sanguinolenta y
presenta calambres abdominales, dolor, sensibilidad y pérdida de peso
(Huston C, 2004). La colitis amebiana puede ser similar a la enfermedad
inflamatoria intestinal y las manifestaciones mortales incluyen infeccion
fulminante, que puede resultar en areas masivas de afectacion coldnica con
perforacion y peritonitis, necrosis intestinal o megacolon toxico (Shirley et al.,
2018). El uso de corticosteroides se ha descrito como un factor de riesgo
para el desarrollo de formas fulminantes de colitis amebiana El riesgo de
infeccion se incrementa con una alimentacion alta en carbohidratos, el uso
de corticoides, la desnutricion proteica, el embarazo, la infeccidn por el virus
VIH y otras condiciones que debilitan el sistema inmunoldégico (Fletay Bueno
Lozano., 2000).

La letalidad de la colitis amebiana fulminante varia de 40% a 89% en
pacientes infectados, otros factores de riesgo implicados para la enfermedad
fulminante incluyen diabetes mellitus, alcoholismo, neoplasia maligna;
ademas puede presentarse como apendicitis aguda (Shirley 2018:
(Mcgregor et al., 2007).

c) AMEBIASIS EXTRAINTESTINAL

El mas conocido es el AHA por ser el mas frecuente, se desarrolla cuando
los trofozoitos se diseminan al higado; es mas comun en hombres que en
mujeres, aproximadamente 10 veces mas, y suele presentarse entre los 20
y 40 afios (Nasrallah et al., 2022). Aproximadamente el 50-80% de las
personas con AHA presentaran sintomas dentro de 2 a 4 semanas, con
fiebre y dolor constante en el cuadrante superior derecho. En hasta el 50%

de los casos, los pacientes se presentan con un cuadro cronico de diarrea
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prolongada, pérdida de peso y dolor abdominal. La tos, el dolor pleural
derecho y el derrame pleural posterior pueden ocurrir cuando la superficie
diafragmatica del higado esta involucrada. La disenteria es el sintoma
asociado mas comun, presente en casi el 40% de los pacientes afectados.
La anemia y la hipoalbuminemia son muy comunes en el AHA en

comparacion con los abscesos piogénicos (Kantor 2018).

Algunas de las complicaciones mas graves del absceso hepatico amebiano
son la ruptura del higado y la diseminacién o movimiento del parasito a otros
tejidos adyacentes, como los de la piel, los pulmones, el corazon e incluso el
cerebro. La amebiasis pleuropulmonar puede ocurrir como una complicacién
de la ruptura del absceso hepatico, se presenta con neumonitis 0 absceso

pulmonar.

Se sabe que existe amibiasis cervico-vaginal, aunque se han reportado pocos
casos y estos antecedentes confirman la transmision sexual del amebiasis.
Existen reportes de mujeres de 64, 66 y 36 afios en los que se confundio la
sintomatologia con cancer cervicouterino debido a la ulceracion y sangrado
y se confirmoé la amebiasis con la observacion de los trofozoitos en las
biopsias. El caso de la paciente de 36 afios se diagnosticé en el Hospital
General San Juan de Dios, en Guatemala. Algunos de los sintomas que
presentaron fueron: flujo vaginal blanco, cérvix ulcerado, fatiga y pérdida de
apetito desde 2 meses atras aproximadamente, una de las pacientes
presentd sangrado vaginal durante un mes y flujo amarillento (Arvind et al.,
2016; Alarcén et al., 2018). Todos los casos se resolvieron con metronidazol.

Es importante mencionar que el desarrollo de la amebiasis, como muchas otras
infecciones, es de causa multifactorial y es diferente en cada uno de los
individuos. Estudios recientes han demostrado que la interaccién entre la
flora intestinal del huésped y E. histolytica puede mediar el comportamiento
patégeno, generando cepas mas virulentas al adaptar los genes de bacterias
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patogenas para resistir mejor el ambiente del cuerpo humano y evadir la
respuesta inmunitaria (Ankri, S., 2021). También se sabe que las bacterias
enteropatogenas pueden aumentar la expresién de moléculas relacionadas
con los procesos de adhesidon y efectos citopaticos. La produccion de
citoquinas proinflamatorias también aumentdé en presencia de ciertas
bacterias intestinales, causando mas dafo epitelial y facilitando la invasion
de trofozoitos. Por otro lado, la presencia de Lactoacillus acidophilus en el
intestino, resulta protector contra la amebiasis (Sarid, L., 2022).

1.8 FACTORES DE PATOGENICIDAD DE E. histolytica.

Elintestino esta formado por un epitelio intestinal donde se encuentran todos
los enterocitos formando una barrera, enseguida esta la matriz extracelular
que esta conformado principalmente colageno, por ultimo, el torrente
sanguineo. En el ser humano adulto la mucosa gastrointestinal puede
alcanzar una superficie de 300 a 400 metros cuadrados. Las células del
epitelio intestinal secretan un moco llamado mucina que forma una capa que
protege a las células de los agentes tdxicos que entran al organismo a traves
de la comida, y ahi se encuentra la microbiota. La flora intestinal es un
ecosistema microbiano que coloniza el tracto intestinal cuyas principales
actividades metabolicas son la recuperacion de energia y nutrientes y la
proteccion del huésped frente a invasion por microorganismos extrafios
(Guarner, F. 2003). Los trofozoitos que llegan al intestino, para colonizar
deben adaptarse a este ambiente y modularlo para eventualmente, llegar al

torrente sanguineo e invadir otros érganos.

Los factores de patogenicidad son moléculas o estructuras producidas por
microorganismos patdégenos que contribuyen a su capacidad de invadir,
colonizar y causar dafio en el huésped. Estos factores pueden ser proteinas,
lipidos, polisacaridos y acidos nucleicos que desempefan funciones
especificas o regulan mecanismos en la interaccidon huésped-parasito. Desde
1975, se han descrito diferentes tipos de factores de virulencia que utiliza E.
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histolytica par invadir el intestino grueso y los tejidos extra intestinales. La
capacidad patogena de los trofozoitos se ha atribuido a la capacidad que
tiene este organismo para fagocitar, asi como a su resistencia al sistema
complemento y también, a la expresion de las adhesinas, proteasas de
cisteinas, amebaporos, colagenasas o fosfolipasas, también, a su actividad
citotoxica (Trejo-Suarez et al., 2009).

La virulencia de E. histolytica es intrinseca y depende tanto de su capacidad
infecciosa como invasiva y destructiva de los tejidos del huésped. La
patogénesis de E. histolytica esta caracterizada por tres eventos: muerte de
la célula huésped, invasion de tejidos e inflamacion. Los trofozoitos pueden
matar células huésped a través de diferentes mecanismos como la citdlisis

por contacto, citotoxicidad, fagocitosis y trogocitosis (Ralson et al., 2014):

a) ADHESION

Los trofozoitos tienen en su membrana adhesinas, las cuales son moléculas
de lectina (Trejo-Suarez, et al, 2009). Estas proteinas se unen a
carbohidratos y les permiten la union membrana-membrana de las células
humanas con el parasito; las principales moléculas que intervienen en la
adhesion de E. hisotlytica son la lectina Gal/GalNAc, EhnCPADH, SREHP,
L220, como se muestran en la figura 4 (Petri Jr., W. 2002).

b) CITOLISIS

A todas las células del epitelio que tiene contacto directo con la ameba son
lisadas y ademas, las induce a la muerte por apoptosis. El término de
apoptosis fue utilizado en un articulo en 1972, para describir
morfolégicamente distinta de muerte celular, es una muerte programada por
parte de la célula, que implica la eliminacidn genética determinada de las
células, este proceso generalmente ocurre durante el desarrollo y el

envejecimiento y como un mecanismo homeostatico para mantener las
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poblaciones celulares en los tejidos, ademas de ser un mecanismo de
defensa, como las reacciones inmunitarias o cuando las células son danadas

por una enfermedad (Norbury, C. 2001).

c) CITOTOXICIDAD

También los parasitos secretan varias proteinas: los amebaporos, las cuales
forman canales o poros en la membrana de las células huésped
(Winkelmann, J. 2006). Estas proteinas son solubles y representan uno de
los mayores factores patdgenos de E. histolytica, pertenecen a la familia
SAPLIP (saposin-like proteins) y se caracteriza por tener un motivo
conservado de residuos de seis cisteinas unidas por tres puentes disulfuro
(Wantanabe, 2021). Ademas, tienen tres isoformas, las cuales son:
amebaporos A, amebaporos B y amebaporos C, las cuales son integradas
por 77 aminoacidos y producidas en una porcion de 35:10:1.

Se sabe que E. histolytica secreta diferentes enzimas que degradan
carbohidratos como la glucosidasa, manosidasa, galactosidasa, fucosidasa,
glucoronidasa y N-acetil-D-galactosaminidasa, para generar alteracion de la
mucosa intestinal y aumentar su afinidad por las proteasas y otras sustancias
que laameba secreta (Trejo Suarez, et al., 2009). En el genoma de la ameba,
se encuentran 88 genes putativos que codifican para peptidasas: 50 cistein
peptidasas, 22 metalo peptidasas, 10 serina peptidasas y 4 peptidasas de

acido aspartico.

Las proteasas de cisteina, permiten degradar casi todos los componentes de
la matriz extracelular incluyendo laminina, colageno tipo | y IV y fibronectina
(Gomez, et al, 2007). Este mecanismo le facilita la invasion de la mucosa
para llegar al torrente sanguineo. La secrecidon de amebaporos y cistein
proteasas es para destruir a los neutrofilos que liberan el contenido de sus
granulos llenos de productos téxicos que pueden amplificar las lesiones

causadas por las amebas, y ademas generar areas de necrosis en la mucosa
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intestinal y focos de ulceracion que condicionan los cuadros clinicos de mala
absorcion y disenteria (Winkelmann, J. 2006). En la figura 4 se pueden
visualizar las diferentes proteinas, asi como los mecanismos que intervienen

en el proceso de virulencia (Tillack et al., 2007).

- Amebaporo
— = Cisteina proteasa
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Lectina Gal/GalNAc

Figura 4. Proteinas que intervienen en la virulencia de E. histolytica: en
el mecanismo de adhesidn se encuentran las moléculas de lectina
Gal/GalNAc, EhCPADH, SREHP, L220, mientras que para el mecanismo de
citotoxicidad estan las moléculas amebaporos y cisteinproteasas (Laughlin et
al., 2005).

d) FAGOCITOSIS

Los trofozoitos también fagocitan activamente bacterias y desechos de las
células del huésped que le sirven de alimento (Gomez, et al, 2007). La
fagocitosis es un proceso fundamental para el desarrollo y supervivencia de
E. histolytica. Para llevar a cabo dicho proceso, el parasito debe entrar en
contacto con la célula y lo hace a través de la lectina de adhesion con las
lectinas y las células y restos celulares son englobados dentro del trofozoito
formando fagosomas. En el interior de los fagosomas de E. histolytica se
encuentran hidrolasas, lisozimas y hexosaminidasas, que degradan las
bacterias y células fagocitadas (Fig. 5) (Lejeune, A 1987).
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E. histolytica es la Unica de las especies del género Entamoeba que presenta
la capacidad de fagocitar eritrocitos, esto la diferencia de otras especies
comensales. Esta ingestidon la puede hacer de dos maneras: mediante la
fagocitosis clasica, a través de la emision de pseuddpodo o una endocitosis,
posterior a un ataque litico (Terrero, Ana, 2015). La fagocitosis es uno de los
factores determinantes de la virulencia del parasito. En estudios in vitro se
ha visto que en cultivos xénicos, E. histolytica muestra un comportamiento
fagocitico, mientras que en cultivos axénicos se alimenta por pinocitosis,

siendo el desarrollo del parasito mucho mas lento (Terrero, A. 2015).

Figura 5. Fagocitosis de E. histolytica: A) la amiba y la célula humana,

B) la amiba empieza a envolver (fagocitar) a la célula humana y C) la engulle
completamente formando la vesicula digestiva (fagosoma). Modificada de
https://jovenesinvestigadoresparasitologia.wordpress.com/wp-
content/uploads/2014/04/1.png
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e) TROGOCITOSIS

Se ha reportado que E. histolytica también mata a las células a través de la
trogocitosis, que es el mecanismo para ingerir células vivas dando mordiscos
a la membrana celular de la célula humana y asi tomar el contenido
intracelular (Miller et al, 2019) (Fig. 6). La trogocitosis requiere
reordenamiento de actina, ademas, requiere sefalizacion iniciada por la
lectina Gal-GalNac, la sefalizacion del fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) y
una quinasa que contiene el dominio C2 de E. histolytica (EhC2PK) (Trejo-
Suarez 2009).
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Figura 6. Proceso de trogocitosis (Miller, H. 2019). Se muestra la amiba

mordiendo a la célula humana.
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f) INVASION

Los trofozoitos comensales pueden volverse invasivos, comienzan a destruir
la barrera mucoepitelial induciendo asi la sobreproduccién de moco, matando
a las células huésped y provocando inflamacién y posteriormente disenteria.
La ruptura de la barrera intestinal y de los vasos sanguineos provoca la
pérdida de agua y sangre en las heces (Faust y Guillen, N., 2012). Una vez
gue se rompe la barrera epitelial, la ameba invade la matriz extracelular para
posteriormente entrar al torrente sanguineo, a esto se le conoce como

invasion.

Ademas, con la trogocitosis y la fagocitosis, la ameba ingiere los restos de
mucina y las células que va degradando, eritrocitos y bacterias (Faust y
Guillen, N., 2012). Con todos estos mecanismos, se activa la respuesta

inmune del huésped.

g) ACTIVACION DEL SISTEMA INMUNE A CONSECUENCIA DE LA
INFECCION POR E. histolytica

La respuesta inmune ante la infeccion por E. histolytica esta dada por la
inmunidad innata inespecifica, siendo el principal mecanismo de defensa la
secrecion de mucina. Una vez que la ameba logra degradar la capa del
moco, se facilita el proceso de adhesion. La molécula Gal-GalNac se une
con las glucoproteinas de la mucosa intestinal, generando la citdlisis directa
de las células humanas. Sin embargo, como mecanismo de defensa del
huésped, la mucina del intestino puede inhibir la accién de la lectina Gal-
GalNac.

Al mismo tiempo, los amebaporos generan la activacion mas fuerte de los
mecanismos de defensa. Cuando hay invasion, las células del sistema
inmune también secretan proteasas que ayudan a la destruccién de los

parasitos, sin embargo, estas proteasas humanas también generan la
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degradacion de la matriz extracelular facilitando los procesos de invasion de
los trofozoitos (Aguilar-Rojas, Castellanos-Castro, et al., 2020). Los
macrofagos, al tocar a los trofozoitos generan una lisis; por lo tanto, si el
sistema inmune logra atacar a las amebas, la infecciébn dura un par de
meses, si pasa lo contrario, los parasitos logran llegar al torrente sanguineo

se produce la amibiasis cronica (Reyes, L 2002).

Los neutrdfilos infiltran la mucosa después de la liberacion de IL-8 por las
células epiteliales intestinales, lo cual es inducida por el trofozoito. El
reconocimiento del parasito se logra por medio de receptores tipo Toll (TLR)
2 y 4 (Gomez 2007). Sin embargo, algunos autores proponen que E.
histolytica puede variar sus patrones moleculares asociados al patégeno y
no ser detectada. El complemento es inactivado por medio de reactividad
cruzada de la lectina Gal-GalNac con el CD59, lo que lleva al bloqueo en la
formacion del complejo ataque a membrana y las proteasas de cisteina
degradan las anafilotoxinas.

La lectina de 220 kDa de E. histolytica causa una disminucion de ILS, IL6,
IFN-gamma y TNF-alfa, con lo que se genera un efecto antiinflamatorio,
atrayendo macrofagos inactivos o inactivando los mas cercanos. Lo que
conlleva a que el macréfago no pueda fagocitar adecuadamente los
trofozoitos y que no se pueda iniciar una respuesta inmune especifica
(Trejo- Suarez, et al, 2009). También, se generan anticuerpos contra la
amebiasis después de la infeccion (Haque et al., 2006)

Para el diagndstico de la amebiasis existen diversas técnicas, algunas con
un mayor porcentaje de efectividad, cdmo se muestran en la siguiente tabla:
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1.9 DIAGNOSTICO DE LA AMEBIASIS

Tabla 1. Métodos de diagndstico de la amebiasis

Prueba Descripcion Sensibilidad Ventajas Limitaciones de la
técnica
Examen Las heces frescas 25-60 % Son indicadores La deteccion de
coproparasitoscopico aumentan la potenciales para quistes en las
recuperacion de encontrar heces no permite
trofozoitos y quistes patégenos identificar las
y se pueden preparar diferentes especies
como montajes de Entamoeba.
humedos o Solo pueden
preparaciones confirmarse la
tefidas presencia de E.
histolytica cuando
las muestras
presentan
trofozoitos
hematéfagos. Se
requiere examinar
el espécimen entre
20-30 min después
de la recoleccion
de la muestra
porque los
trofozoitos se
destruyen.
Requiere de gran
experiencia
profesional.
Estudios moleculares Se toma una 100% Detecta el agente Son costosos,
de heces (PCR) muestra de heces y etiolégico necesitan
se amplifican directamentedela | requerimientos
regiones de ADN. muestra sin técnicos y de
necesidad de un infraestructura
cultivo previo
prolongado,
reduce el tiempo
del diagndstico
Pruebas serologicas Se usan antigenos 92-97 % Son de bajo costo Han mostrado

ELISA

especificos del
parasito para buscar
anticuerpos anti-
ameba en sueros de
pacientes

valores altos de
anticuerpos. No
permite diferenciar
una infeccion
aguda de una
pasada. Pueden
ser negativas en
los primeros siete
dias
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1.10 TRATAMIENTO

Para tratar a los pacientes con amebiasis, se debe considerar para la
seleccidon del medicamento su via de administracion, la localizacién de los
trofozoitos pues pueden localizarse en la pared intestinal o en tejidos extra
intestinales, también se debe considerar la edad, el dafio en el cuerpo, la
presencia de otros parasitos intestinales, condiciones morbidas, asi como la
disponibilidad de los farmacos, la eficacia clinica y parasitolégica de los
medicamentos, los dafos colaterales y la presencia de embarazo (Botero, D.,
2012).

Los farmacos se pueden agrupar dependiendo del sitio donde actuan. Los de
accion tisular, son los que atacan a los trofozoitos que han invadido a los
tejidos; son los derivados del 5-nitroimidazol, son efectivos casi
exclusivamente en los tejidos, debido a que se absorben mas rapido en el
intestino delgado. Estos medicamentos son prescritos en casos de amibiasis
intestinal sintomatica, en la que las amibas han invadido la pared intestinal
(Petri, W.A. 2003). Existen diferentes 5-nitroimidazélicos, sin embargo, los
mas usados son el metronidazol, tinidazol, ornidazol y secnidazol, de los
cuales el metronidazol ha dado mejores resultados, ya que actua alterando
el ADN e impidiendo su sintesis, y también generan grandes cantidades de
sustancias reactivas de oxigeno, aunque estos medicamentos presentan
severos efectos secundarios en los pacientes (Haque, R., 2003). En los
ultimos afos, se ha reportado una alta resistencia a los antiparasitarios y
también, la aparicion de nuevas cepas hipervirulentas (Shirley 2019), lo que
conlleva la necesidad de disefiar nuevos farmacos y una vacuna anti-

amebiasis.
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1.11 PREVENCION

Antes de viajar a areas endémicas se debe asesorar a los pacientes sobre la
seguridad alimentaria para prevenir las enfermedades entéricas. Aun no
existe una vacuna para prevenir la amebiasis, sin embargo, la primera
propuesta se esta investigando en modelos de roedores y primates no
humanos (Das et al, 2018). Mientras tanto, la prevencion primaria sigue
siendo la seguridad de los alimentos y agua, la atencion a la higiene de las
manos y evitar la exposicion fecal-oral, incluso a través de las practicas
sexuales (Hung, C 2012). Ademas de dar a conocer sobre la importancia del
lavado de manos. La desinfeccidn de alimentos y la higiene son la forma mas
eficiente de prevenir la propagacion de la amebiasis.

La Promocion de la salud es multidisciplinaria. Por lo tanto, puede enfrentar
un problema de salud publica, vinculandose con la biologia molecular. De tal
manera, que el estudio de las proteinas, a través de las herramientas
moleculares, promueven intervenciones mas precisas y efectivas para
reducir la carga de enfermedades infecciosas, disminuir la mortalidad
asociada a la amebiasis, generar vacunas que disminuyan la prevalencia de
la enfermedad y asi mejorar las condiciones de vida en las comunidades
mas vulnerables. Por lo tanto, la Promocion de la Salud debe utilizar todas
las herramientas moleculares para un mejor diagnodstico de la amebiasis y
asi reducir el contagio y la propagacién de dicha enfermedad (Sampieri R
and Clara L, 2009).
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Il. MARCO TEORICO

2.1 LIPIDOS DE E. histolytica

Los lipidos son actores esenciales en la patogénesis de los parasitos. En
particular, los trofozoitos altamente fagociticos de E. histolytica, presenta una
fusion y fision dinamica de membrana, en la que los lipidos participan
activamente durante la fagocitosis y motilidad para alcanzar y atacar los
epitelios. La sintesis y el metabolismo de los lipidos en este protozoo
presentan una diferencia notable con los realizados por otros eucariotas. Los
trofozoitos sintetizan algunos fosfolipidos como esfingolipidos, fosfatidilserina
y fosfatidilinositol, mediante procesos similares a los utilizados por otros
eucariotas. Sin embargo, los trofozoitos carecen de enzimas para la sintesis
de colesterol y acidos grasos, por lo que necesitan obtener estos lipidos del
huésped o del cultivo por mecanismos especificos (Castellanos-Castro et
al., 2020). El estudio de la adquisicion y transporte de lipidos en E.
histolytica, aun es un campo poco estudiado. El fosfatidilinositol (PI)
pertenece a una familia de glicerofosfolipidos que tiene como estructura un
anillo de inositol, un esqueleto de glicerol, un fosfato y dos cadenas de acilo.
El Pl se fosforila en todas las combinaciones de las posiciones C-3, 4 y 5 del
anillo de inositol para formar siete isotipos de fosfatos de fosfatidilinositol
llamados fosfoinositidos (PIPs).

Los PIPs que se encuentran en organelos especificos o dominios de
membranas que se unen y se reclutan varias proteinas de manera
espaciotemporal especifica a través de dominios que se unen
selectivamente a una sola molécula de PIP o a una matriz de PIPs (Di Paolo

2006), algunos ejemplos en la Tabla 2.

En E. histolytica, se ha demostrado que los PIPs y las proteinas de union a
PIP estan implicadas en sus mecanismos asociados a la virulencia, como la

motilidad celular, el trafico vesicular, la trogocitosis y la fagocitosis (Nakada-
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Tsuki, et al, 2019). Se sabe que los PIPs se encuentran en diferentes
espacios celulares de E. histolytica de acuerdo con su funcién: PI3P se
localiza en la copa trogocitica, los trogosomas y las vesiculas internas
(Nakada-Tsuki, K, 2009). PI4P se localiza en el nucleo; Pl (4,5) P 2 se
encuentra en la membrana plasmatica y media la sefalizacion de Ca2+
durante la adhesién celular (Koushik, A.B, 2013); PI(3,4,5)P3 recluta a la
quinasa EhAGC1 y 2 para regular la formacion de estructuras cito-
esqueléticas asociadas a la trogocitosis, como el tunel trogocitico (Somlata
et al., 12017; Watanabe et al, 2020).

Tabla 2. Proteinas de unién al mono fosfato de fosfatidilinositol

FOSFATIDILINOSITOL MONO DOMINIO DE UNION
FOSFATO
PI3P Fab1
YOTB
Vac1y EEA1
FYVE
Pl4P PH(ORPS)
ORP8(OSHH1
MOTIVOS OSBP1
FAPP1
PISP Homeodominio vegetal (PHD)

El PI3P es indispensable para la clasificacion de proteinas en los lisosomas
y para las funciones endosomales (Wallroth, 2018). Se sabe que dos
dominios se unen especificamente a PI3P: los dominios FYVE y PX. El
dominio PX tiene aproximadamente 110 aminoacidos de largo y
generalmente forma un pliegue globular; consta de tres hebras B y tres a-
hélices y una importante bolsa basica electropositiva entre a 1y a 2, que sirve
para la union directa de fosfatos de fosfoinositidos (Teasdale, 2012). Se
predice que el genoma de E. histolytica codifica once proteinas que contienen
el dominio FYVE cuando se utilizé Hrs-FYVE como consulta en la busqueda
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BLAST con un valor e de < 1,00E-5 (Teasdale, 2012). La proteina EnFP4 que

Contiene el dominio FYVE (EHI_153510) fue reclutado a la copa trogo-
fagocitica y asociado con F-actina cercano a la membrana plasmatica.
Recientemente, se demostré6 que EhFP10 se une a EhMyosinIB y esta
involucrado en la regulacion del citoesqueleto, pero su union a lipidos no se
ha estudiado (Gautam, 2019). El genoma de E. histolytica codifica dos
proteinas, EnSNX1 y EnSNX2, mostrando una similitud en la secuencia con
el dominio PX de SNX3 humano (Wantabe, 2020). Se demostré que EhSNX1
y EhSNX2 se unieron especificamente a PI3P, como se predijo. Es

importante destacar que mediante inmunofluorescencia se demostré que
EhSNX1 se localiza en las copas trogofagociticas, mientras que EhSNX2 se
localiza en trogo/fagosomas. Estos datos sugieren que estos EnSNXs estan
involucrados en diferentes etapas de la trogocitosis y la fagocitosis y que
estos eventos estan regulados por la presencia de los PIPs en las
membranas (Wantabe, 2020).

2.2 COLESTEROL EN E. histolytica

En el genoma de la ameba, no se han encontrado genes que participan en la
sintesis de novo del colesterol ni moléculas homologas a las lipoproteinas
que lo transportan HDL y LDL (Castellanos-Castro, 2020). Unicamente se
conocen las proteinas amebianas EhNPC1 y EhNPC2 que ayudan a
internalizar el colesterol por la via endocitica y después, participan en la
distribucion del colesterol en el interior de la célula. También, estas moléculas
participan activamente en los factores de virulencia como la fagocitosis y la
migracion (Bolafios 2020). Sin embargo, estas proteinas no son esenciales
para la vida de los trofozoitos, por lo que es necesario encontrar otras
proteinas que transportan el colesterol, idealmente esenciales para proponer

nuevos blancos farmacéuticos.
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2.3 LAS PROTEINAS DE TRANSFERENCIA DE LiPIDOS EN E. histolytica

En eucariontes, el transporte de lipidos por mecanismos no vesiculares es
catalizado por las proteinas de transferencia de lipidos (LTPs), las cuales
pueden extraer de una membrana donante lipidos y entregarlos a otra
membrana receptora. Esta transferencia se realiza a través de un dominio
especial de transferencia de lipidos (LTD) y se han caracterizado varios tipos
en eucariontes (Helle et al, 2013). Las LTPs se clasifican principalmente en

funcién de la arquitectura de su dominio en dos clases:

l. LTP citosolicas las cuales carecen de cualquier dominio de unién a
membrana.

II. LTP ancladas a la membrana, estas contienen algunos dominios de
union a la membrana y funcionan para formar un sitio de contacto de
membrana (MCS).

Las LTP citosodlicas pueden facilitar el transporte intracelular de lipidos a
través de un proceso que implica la interaccion de la LTP con la membrana
donante (Lev, 2012). Posteriormente, abre su cavidad hidrofobica, sucede la
extraccion de lipidos y la disociacion de la LTP de la membrana donante
(Kasper y Helmkamp, 1981; Helmkamp 1986; Nichols, 1988; Rueckert y
Schmidt, 1990; Wirtz, 1991; Gadella y Wirtz, 1994; Wirfz 2005; Lev, 2013).
Por otro lado, el transporte se completa mediante la interaccion de laLTP con
una membrana receptora, la apertura de la cavidad de union de lipidos y
finalmente, la integracién del lipido en esta ultima (Lev, 2012). Las LTPs con
dos dominios/ motivos de orientacion para dos membranas de organelos
diferentes, forman los sitios de contacto entre membranas (MCS) de dos
compartimientos celulares diferentes (Lev, 2010; Helle 2013).

Las LTPs tienen diversas funciones:
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1. Pueden facilitar la transferencia vectorial y a menudo bidireccional de
lipidos, como se muestra en las células vivas intactas e in vitro (Helle
et al,.2013).

2. Las LTPs también han sido reconocidas como proteinas
presentadoras de lipidos para las enzimas metabolizadoras de lipidos
(Cockcroft, S., y Raghu, P., 2018).

3. Son capaces de actuar como sensores de lipidos al alterar su afinidad
con otras proteinas asociadas en respuesta a la union a lipidos (Lev,
2010).

4. Pueden facilitar alteraciones transitorias en la distribucién de lipidos
de una membrana a través de la extraccidon o el suministro de

moléculas de lipidos a una determinada region de la membrana o

mediante el cambio de la distribucion de moléculas en una porcién

particular de la membrana a la que esta unida (Lev, 2010).

En E. histolytica, se han descrito 22 LTPs agrupadas en distintas familias de

proteinas, la mayoria putativas (Fig. 7) (Das et al., 2018).
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Figura 7. Organizacion y clasificacion de dominios de las proteinas de
transferencia de lipidos (LTP) de humanos, levaduras y E. histolytica.
Las LTPs citosdlicas poseen solo dominios de transferencia de lipidos (LTD),
como el dominio relacionado con la proteina de unién a oxisterol (OSBP)
(ORD, se une a esteroles y PI4P), el dominio de transferencia de lipidos
relacionado con la proteina reguladora aguda esteroidogénica (StAR)
(START), (se une a esteroles, fosfolipidos o ceramidas), el dominio Sec 14
(se une a PC y PIPs) y la proteina de interés evolutivo y linfoide relevante
(dominio PRELI, se une a PA). Todos estos dominios pueden proteger las
fracciones hidrofébicas de varios ligandos lipidos del entorno acuoso. Las
LTPs unidas a la membrana tienen varias combinaciones del LTD con otros
dominios/motivos de anclaje a la membrana, como el dominio de PH, el

motivo de difenilalanina en un tracto acido (FFAT), el dominio de dinamica de

Golgi (GOLD), que funciona como regulador de los MCSs. El genoma de E.
histolytica tiene 22 homologos potenciales de LTP, (A) cuatro proteinas
relacionadas con la proteina de union al oxisterol OSBP (ORP), (B) 15
START, (C) dos Sec 14 y (D) candidatos individuales de PRELI (Das 2018).
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2.4 PROTEINAS ORPs Y GENERALIDADES EN EUCARIONTES

Las proteinas de union a oxisterol (ORPs) son un tipo de proteinas de
transferencia de lipidos que se conservan desde levaduras hasta los seres
humanos y se identifican como homodlogos de OSBP (proteina de union a
oxisterol de humano), que fue la primera en identificarse (Taylor 1984). Estan
implicadas en muchos procesos celulares, como la sefializacion, el trafico
vesicular, el metabolismo lipidico y el transporte de esteroles no vesiculares.
Todas las ORPs contienen un dominio de unién a oxisterol (ORD) que tiene
una bolsa hidrofobica que se une a una sola molécula lipidica a la vez. Los
ORDs también contienen superficies de unién a membranas adicionales, de
las cuales, algunas se unen a los fosfoinositidos y pueden regular el
transporte de esteroles (Im et al., 2005). El dominio ORD no solamente se
une a oxisteroles si no también a otros lipidos como los PIPs (Raychaudhuri
y Prinz, 2010; Pietrangelo y Ridgway, 2018). El analisis estructural de Osh4
de Saccharomyces cerevisiae reveld una estructura de un barril beta que
contiene un bolsillo hidrofébico que se une al oxisterol o al colesterol (Im
2005). Interesantemente los ligandos de los dominios ORD incluyen oxisterol,
colesterol, fosfolipidos, tal como; fosfoinositidos, fostidilserina vy
fosfatidilcolina. Los dominios ORD contienen los residuos conservados
EQVSHHPP, como un motivo consenso de unidn a lipidos localizada en el
bolsillo (de Saint-Jean 2011; Tong 2013). En humanos y levaduras, el
mecanismo de trasporte de lipidos a través de las ORPs es por el intercambio
de PI4P de una membrana donante por colesterol o fosfatidilserina de una
membrana receptora en los sitios de contacto entre dos organelos diferentes,
donde el PI4P se mueve a favor del gradiente y el colesterol en contra del

gradiente de concentracion. El intercambio sucede entre el reticulo
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endoplasmatico, el aparato de Golgi y la membrana plasmatica controlando
los niveles de PI4P entre compartimentos asegurando el reconocimiento y la
formacion de los sitios de contacto de membrana (Graham and Burd, 2011;
Nakutsu y Kawasaki, 2021).

Muchas ORPs poseen un dominio de homologia a pleckstrina (PH) en su
region N-terminal para mediar la union a la membrana (Lemmon, 2007:
Lemmon, 2008). Muchos de estos han sido caracterizados por su alta
afinidad a fosfoinositidos tales como: PI4P y PI(4,5)P2 (Di Paolo y De Camilli,
2006). El motivo FFAT (dos fenilalaninas en un tracto acidico) es reconocido
por la proteina de membrana asociada a vesiculas del reticulo
endoplasmatico (VAMP) (Loewen 2003).

Das y Nozaki (2018), reportaron con base en la informacién de la base de
datos Ameba DB cuatro homologos de las proteinas putativas ORPs en E.
histolytica, dos con dominio transmembranal: EHI_086250 y EHI_050360 y
dos citosdlicas: EHI_074110 y EHI_023470 (Das y Nozaki 2018).
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ll. JUSTIFICACION

Debido a que la amebiasis es un problema de salud publica en el mundo y E.
histolytica tiene un metabolismo del colesterol diferente a los humanos, los
usos de las herramientas moleculares nos permiten el estudio de los genes
putativos amebianos que codifican para posibles proteinas transportadoras
de colesterol, y eventualmente, determinar y proponer algunas moléculas
como nuevos blancos farmacéuticos y para el disefio de nuevas estrategias
de diagnostico y vacunacion promoviendo asi el control del amebiasis. Estas
acciones son necesarias debido a que México es un pais endémico para la
amebiasis, al igual que muchos otros, y la resistencia a los antiparasitarios y
la evolucidn de algunas cepas hipervirulentas estan cada vez mas presentes.
Aunado a esto, es fundamental seguir investigando los mecanismos

moleculares de la interaccién huésped parasito de E. histolytica relacionados

con el transporte y metabolismo de lipidos. En esta tesis, nos enfocamos en
las proteinas putativas de union al oxisterol, con base al reporte previo de su
identificacion, consideramos importante actualizar el analisis bioinformatico
de manera mas profunda para predecir la unién a lipidos y las funciones
celulares para eventualmente y como perspectiva, planear los ensayos in vivo

para confirmar su potencial uso como blancos farmacéuticos y diagndstico.

IV. HIPOTESIS

Las proteinas de unidn a oxisterol de E. histolytica, potencialmente se unen
a lipidos y participan en algunas de sus funciones vitales.
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V. OBJETIVO GENERAL
Caracterizar las proteinas putativas de union a oxisterol en E. histolytica

mediante un analisis bioinformatico completo.

V1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Caracterizar in silico las moléculas putativas ORP de E. histolytica.

b) Estandarizar la cuantificacién de la expresidon de los genes ehorps
mediante RT-PCR

VII. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para cubrir el objetivo 1 de esta investigacion, se abordo el analisis in silico
de las proteinas putativas de unidn a oxisterol de E. histolytica con el uso de
diversas herramientas y bases de datos (Fig. 8). El objetivo 2 se cubri6 de

acuerdo a la estrategia experimental descrita en la figura 9.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
BIOINFORMATICA

Paralogos y analisis

Identificacion ortologos - de expresion de Identificacion

de ortologos

genes
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Figura 8. Estrategia experimental in silico: Se identificaron los paralogos
y se analizo la expresion de genes en diferentes condiciones al analizar los
transcriptomas reportados en la base de datos. Después, se buscaron los
ortélogos de proteinas ORPs en el género Entamoeba, posteriormente se
localizaron las familias y se realiz6 el alineamiento para checar las similitudes
entre las proteinas, posteriormente se model6 un cladograma para observar
la relacion evolutiva de las proteinas. También, se predijo la estructura 3D y
el acoplamiento (docking molecular) de las proteinas con ligandos lipidicos y
finalmente, se predijeron las proteinas que interaccionan con las proteinas
ORPs de E. histolytica para identificar las funciones celulares, mismas que
se complementaron con el analisis de la expresion de estos genes a través

de los transcriptomas reportados en la base de datos.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
DE LABORATORIO

: Cuantificacion por Electroforesis de
Purificacion de ARN total _ es;aer;t]rofot 0 me[:n'a - ARN

Estandarizacion de la
expresion de genes por
RT-PCR

Figura 9. Estrategia experimental: Se realizo la purificacion de ARN total
con trizol para posteriormente realizar su cuantificacion y validacion de
integridad por electroforesis para finalmente, estandarizar las condiciones de
RT-PCR.
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VIIl. METODOS BIOINFORMATICOS

8.1 IDENTIFICACION DE PARALOGOS Y ANALISIS DE LA EXPRESION
DE LOS GENES

Para identificar los genes paralogos se utilizé la base de datos AmoebaDB
(Figura 8) y para comprender mejor la funcion de las EnORPs, se realiz6 un
analisis los patrones de expresion basal de los genes (transcriptoma
obtenido por Illlumina ARNseq de cultivo axénico recolectado después de 48
horas por y en diferentes condiciones de cultivo en el transcriptoma para E.
histolytica HM1:IMSS mediante secuenciacion ARNseq y micro  arreglos
reportados en la base de datos AmoebaDB (Alvarez-Jarreta, et al., 2024).
Con los datos obtenidos de los transcriptomas, se generaron los mapas de
calor con el software heatmapper (http://www.heatmapper.ca) (Babicki et al.,
2016) y para visualizar las funciones compartidas en los genes, realizamos
diagrama de Ven con el plugin jvenn. toulouse

(https://jvenn.toulouse.inrae.fr) (Bardou et al., 2014).

8.1.1 IDENTIFICACION DE ORTOLOGOS

Se utilizé la Base de datos VeupathDB Released 68 (Amoes et al., 2022) el
7 de mayo 2024 (VeupathDB) (Amos et al., 2022) para realizar el analisis de
las secuencias de nucledtidos de los genes de interés y buscar ortdlogos y
paralogos en especies del género Entamoeba con el fin de comprender mejor

la evolucidn molecular.

8.1.2 ALINEAMIENTO DE ORTOLOGOS

Se uso el programa Clustal Omega y las secuencias fueron ingresadas en
formato FASTA (Clustal Omega < EMBL-EBI) ( The EMBL-EBI Job

Dispatcher sequence analysis tools framework in 2024) y el resultado fue el
porcentaje de la similitud entre los genes (Percent Identity Matrix). Se usaron
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los parametros preestablecidos por el software.

8.1.3 CLADOGRAMAS DE PROTEINAS EhORPs

En la pagina Clustal omega (Clustal Omega < EMBL-EBI) ( The EMBL-EBI

Job Dispatcher sequence analysis tools framework in 2024) se realiz6 el
alineamiento de las proteinas ortdlogas de unidén a oxisterol en el género
Entamoebaingresando las secuencias en formato FASTA. Los cladrogramas
se obtuvieron con los porcentajes de identidad entre las secuencias
ortdlogas; en este ultimo experimento, es importante sefalar que no se

arrojan valores que indiquen un parentesco evolutivo).

8.1.4 PORCENTAJE DE SIMILITUD ENTRE ORTOLOGOS

Se utilizé el programa de la pagina Pfam version 37.1 (Pfam is now hosted
by InterPro) para obtener los dominios de las proteinas ortdlogas de unién a
oxisterol ingresando las secuencias de los genes de interés en formato

FASTA. Los datos se obtuvieron en junio del afio 2024.

8.1.5 IDENTIFICACION DE DOMINIOS Y MOTIVOS CONSERVADOS

Para hacer la prediccion de la estructura 3D, se ingresaron las secuencias de
los genes de interés en formato FASTA a la pagina de Alpha fold (Alpha Fold
Protein Structure Database) y las estructuras fueron trabajadas en PyMol
version 3.1 (PyMOL | pymol.org). Los datos se obtuvieron en junio del afo
2024.

8.1.6 PREDICCION DE ESTRUCTURA 3D y DOCKING MOLECULAR

Inicialmente se obtuvieron las estructuras de las cuatro EhRORPs el programa
alpha fold, mientras que las estructuras del PI4P (Compound CID: 9547150,
IUPAC Name: [(2R)-1-heptadecanoyloxy-3-[hydroxy-[(3S)-
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2,3,5,6- tetrahydroxy-4-phosphonooxycyclohexylloxyphosphoryl]Joxypropan-
2-yl] (5Z2,82,11Z,14Z)-icos 5, 8, 11,14-tetraenocate) y colesterol
(Compound CID: 5997, IUPAC Name: (3S,8S,9S,10R,13R,14S,17R)-10,13-
dimethyl-17-[(2R)-6-methylheptan-2-yl]-2,3,4,7,8,9,11,12,14,15,16,17-

dodecahydro-1H- cyclopenta[a] phenanthre n-3-ol) se obtuvieron de la base
de datos PubChem (PubChem). Para realizar el docking se utilizo el
programa Seamdock (SeamDock) (Murail et al., 2021) con un pH de 7.0,
37°C a 1.0 A° y los valores se expresaron en Kcal/mol'. Los datos se
obtuvieron en octubre del afio 2024. Las imagenes se visualizaron con

Pymol.

8.1.7 PREDICCION DE INTERACTOMAS

En cuanto al andlisis de interaccién proteina-proteina, se llevé a cabo a través
del servidor STRING (version 12) (https://string-db.org), ingresando el
numero de acceso de las proteinas de interés y seleccionando el organismo
E. histolytica. Se establecieron como parametros un puntaje de interaccion
de confianza media (0.400) como valor de corte y un numero maximo de no
mas de 10 interactuantes. Para el analisis ontologico (GO) en funcién
molecular y proceso bioldgico de las moléculas interactuantes, se utilizd el
servidor PantherDB (http://www.pantherdb.org), donde se introdujo la lista
de genes de interés.

8.2 METODOS EXPERIMENTALES

8.2.1 CULTIVO CELULAR DE TROFOZOITOS

Se preparo y esterilizé el medio TY| (peptona 11.2 g, extracto de levadura 6
g, glucosa anhidrida 5.22875 g, NaCl 1.14875 g, KH2P0O4 0.345 g, K2HPO4
0.57375 g, L(+) Acido ascorbico .0143625 g, L(+) Cisteina 0.7175 g, Citrato
de amonio férrico 0.01425 gy agua bidestilada 500 mL, a un pH 6.8). Por otro
lado, se inactivo el suero de adulto bovino a 56 °C y posteriormente se

suplementd con vitamina Diamond y una mezcla de los antibidticos
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penicilina y estreptomicina. EI medio TY| se complementd con la mezcla
descrita anteriormente. Los cultivos de trofozoitos se incubaron a 37°C con

una inclinaciéon de 65°.

8.2.2 EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS

Para extraer el ARN total, se despegaron las células de un cultivo confluente
al 85% y se observaron en el microscopio para verificar su morfologia.
Después, se centrifugaron a 17,000 g durante 5 min. Después se anadio 1
mL de trizol a la pastilla celular, se agito por inversion y se dejo en hielo por
5 min. Pasado el tiempo se agregaron 200 pL de cloroformo. Se agit6 por

inversion y se incub6 3 min a temperatura ambiente (TA). Se dejo en hielo
por 5 min. Después se volvié a centrifugar a 12,000 g por 15 min. Al finalizar,
se pudo apreciar la separacion de la fase organica con las proteinas y los
acidos nucleicos en la fase acuosa. Se extrajo la fase acuosa y se coloco en
un tubo nuevo para agregar 500 yL de isopropanol, se agitd por inversion y
se incubo a TA por 10 min. Posteriormente se centrifugo a 10,000 g por 20
min. Una vez terminado el tiempo se deseché el sobrante y se agregaron 500
uL de etanol al 75% y se agitd por inversion para lavar el ARN. Se volvio a
centrifugar a 10,000 g por 10 min. Nuevamente se desecho el sobrante y se
dejé abierto para dejar secar, posteriormente se afadieron 30 pL de agua
libre de ARNasas para re suspender y se guardo a -20°C. La cuantificacion
se realiz6 mediante el espectrofotdmetro NanoDrop (Thermo Scientific) y la
pureza se realizé midiendo la relacion de las absorbancias a longitudes de
onda 260/280 nm.

8.2.3 ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS

Para validar la integridad del ARN, se prepararon geles de agarosa al 1.5%
con Gelred (Tinciéon de acidos nucleicos GelRed® X10000 DMSO, Sigma
Aldrich). Después se corri6 la electroforesis con buffer TAE al 0.5X a 80 V
por 30 minutos y se observaron en el fotodocumentador con luz UV.
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8.2.4 ESTANDARIZACION DE LA EXPRESION DE GENES MEDIANTE

RT-PCR

Usando el ARN total de los trofozoitos, se realizé la RT- PCR con el kit de un

solo paso de acuerdo con el protocolo establecido por el proveedor (Thermo

Scientific), se uso la polimerasa Supercript IV para la transcripcion reversa

(RT) y el ADN polimerasa Platino SuperFi (ThermoFisher) para la PCR. La

amplificacion de los genes de interés se verifico mediante un gel después de

la electroforesis de acidos nucleicos correspondientes.

Tabla 3. Condiciones estandarizadas para la amplificaciéon de ARNm de

ehorps
Proceso Temperatura | Tiempo Numero de
ciclos
Transcripcidon  reversa 45-60°C 10
minutos
RT Inactivacion / 98°C 2 minutos 1
desnaturalizacion inicial
98°C 10
segundos
55-72°C 10
Amplificacion segundos 35-40
72°C 30
segundos
Extension Final 72°C 5 min. 1

41




IX. RESULTADOS in silico

Se buscaron los genes codificantes para las proteinas putativas de unién a
oxisterol y se encontraron cuatro con las caracteristicas que se describen en
la siguiente tabla, en esta tesis nombramos a estas proteinas como:
EhORP1: EHI_086250, EhORP2: EHI_050360, EhORP3: EHI_074110 y
EhORP4: EHI_023470.

Tabla 4. Genes codificantes para proteinas EhORPs

ehorp1 XP_653103.1 3407410 Proteina de unién a 2097 2
XM_648011.1 oxisterol putativa

ehorp2 XP_656568.1 3410884 Proteina de unién a 2176 1
XM_651476.2 oxisterol putativa

ehorp3 XP_653552.1 3407863 Proteina de union a 1473 -
XM_648460.1 oxisterol putativa

ehorp4 XP_655624.1 3409941 Proteina de unién a 1233 -
XM_650532.1 oxisterol putativa

9.1 IDENTIFICACION DE PARALOGOS Y ANALISIS DE LA EXPRESION
DE LOS GENES

Esta familia de cuatro ORPs de E. histolytica, esta clasificada en dos
subgrupos de ortélogos segun su homologia de secuencia y organizacion de
dominios: tres (ehorp1, ehorp2'y ehorp3) pertenecen al grupo OG6_102132
mientras que ehorp4 es unica en el OG6_101238. Ambos grupos estan
relacionados con proteinas fijadoras de lipidos. En nuestro analisis,
encontramos que el gen ehorp2 coincide como paralogo con ehorp3 y no se

encontraron otros paralogos.
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Para determinar la expresion basal de estos genes putativos, se buscé
informacion de los transcriptomas en la base de datos ameba DB, donde
encontramos que los transcritos por millén son de 11.5 (ehorp?), 15.65
(ehorp2), 51.81 (ehorp3) y 73.19 (ehorp4). Es decir, las proteinas citosolicas
tienen mayor expresion basal que las proteinas de membrana (Shabardina
et al., 2018).

Estudiar los patrones de expresion de los genes en diferentes condiciones es
fundamental para comprender mejor la biologia de los parasitos y su relacion
con el huésped. En la base de datos AmoebaDB hay reportes de
transcriptomas obtenidos por RNAseq de trofozoitos de E. histolytica durante
el estrés oxidativo por adaptacion a la Auranofina (Shaulov et al., 2021),
modelo de virulencia (Weber et al., 2016), estrés por cambios de (Monrico
et al.,, 2020) y modelo de estrés por privacion de suero durante 24h y
después de 2h de su recuperacion, los genes se cuantificaron (Naiyer et al.,
2019) (Fig. 11A). Por otro lado, también se analizaron los transcriptomas
obtenidos por microarreglos reportados en la misma base de datos durante
el modelo de cambios de estadios y de enquistamiento cultivando los
trofozoitos con el medio de Robinson (Ehrenkaufer, et al., 2007), también,
pudimos registrar la expresion de los genes codificantes para las EhORPs
durante el modelo murino de colonizacion e invasion intestinal durante 1y
29 dias (Gilchrist, et al. 2006) (Fig. 11B).

Con los datos de los transcriptomas, creamos los mapas de calor con el
software Heatmapper (Babicki et al., 2016) donde podemos ver que la
expresion de las cuatro EhORPs durante las diferentes condiciones es
bastante dinamica. En verde se observa la sobreexpresion de los genes, en
rosa la regulacion negativa de la expresion y en blanco, se muestra cuando
no hay cambios en la expresion. Para visualizar mejor la funcion de cada
uno de los genes, usamos la aplicacion Jvenn Toulouse; durante la
adaptacion al estrés oxidativo, participan EhORP1, EhORP2 y EhORP3.
Durante la colonizacion e invasion de colon en modelo murino, se observan
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cambios en la expresion de las cuatro EhORPs. En el modelo de
enquistamiento, la dinamica en la expresion génica se observa enla EnORP1
y EhORP4; durante la transicion de estadios, la actividad se mostro en la
EhORP3 y EhORP4. EhORP2 participa en los eventos mencionados para
EhORP1 y ademas, durante la privacion del suero. Los trofozoitos mostraron
cambios de expresion de EhORP2 durante la privacion del suero y de
EhORP4 en el modelo de virulencia (Fig. 10C).
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C)

EhORP1

Figura 10. Las EhORPs se expresan de manera diferencial segun las
condiciones de cultivo en E. histolytica. A) Mapas de calor de datos
transcriptémicos de condiciones de estrés oxidativo, de temperatura y de falta
de suero y un modelo de virulencia. B) Microarreglos de trofozoitos en
modelos murinos y durante la conversion de estadios (AmoebaDB). C)
Diagrama de Venn que muestra la expresién diferencial de los EhORPs.

Para los experimentos que se van a describir a continuacion, se usaron las
secuencias de aminoacidos reportados en AmebaDB para cada una de las
proteinas putativas de union a oxisterol de E. histolytica.
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Tabla 5. Secuencia de aminoacidos de las proteinas EnORPs

A) EhORP1

MSLQYQYPYFSFMALNPEIREKLPLTQIASIHEDLLNRSTMKGTILLRNEIVKQGFEYYIVITTPYLLI
FESELKLNKMEYYAIVNLCDAILSRRESKLSGFCFKIEATNKTMCYKYGLCGEKLSRYHDNILVFR

DENISRGKEWYSQFENAFALAYTKYNSPSSHIENKTPVQSPKIVAEPNVNPNSSESVTIKETSSSS
DIEDIVDVDSLLDKKSTSHYVLAQNTLKEFFDATEEGKSIIWDLLKQLRPGMDLGRISFPSHILEPR

SFLVKTTDYFAHIQYFKPISEEPDPGLRMLGLVKWLLSGFYLMPTGIKKPYNPILNETFRTMWKHE
DGSRSYLVGEQVSHRPTISAFYATNRQQGWMGNGYIDFTTKFNGLSASIILGGKIDIYLLNFNEHY
TMTFPEALASGFFVGPMLMEIAGKSVFECKETGYKAEVIFNVKGTFSSDKYQTVDAKITKNGEEV
YKIWGNYYKELFYCGKDKVKKSLLKIDDIRGKSVPRYTIDMNQQGEWESDKLWKKVTDAIYKGD

QITATEEKCKNEEKQRKMENEYLSTGTVHIPKYFVKDSFLGWKYVDFNNSKFNPDKELGDYEDK
YHIKTLLKEQNECIDDGKQIKEELLTSSIETNNSPIITNKESNQLIDLKNELETLKNQLQYSIDSIQSS

TSQYLHKQIEPLQRR LFIVILMNVALIGMLIYLLLH

B) EhORP2

MSLQYQHPYLSFMALDPSIKKKMPLTQIVAIHDDLISRSTIRGTLLLRNVNICECSIHVRESKMPGF
CFKIEALKKTLCYKHGLNGETLSKHNDLFLVFRNENVIKGKEWFTQIENAISLAITKYKTQPTSTVR
EQFDSSSKIKPSLPPKTFEMIKSTPYINVHSYNEEDIKKVKPLSPSSSLSQINALKTKQIEQIQPVPEI
KDTKKQKKEETLKEEKGVINNSLQQSLSHYVLAQNDLKEFFDATEEGKSIIWELLKQVRPGMDLS
RITFPSHILEPRSFLVKTTDYFAHIQYFKPISEEPDPGLRMLGLVKWLLSGFYLMPTGIKKPYNPILG
ETFRTMWKHEDGSRSYLLGEQVSHHPPVSAFYATNRQQGWMGNGYIDFTTKFNGLSASIILGG
KIDIYLLNFNEHYTMTFPEALASGFFVGPMLMEIAGKSVFECKETGYKAEVIFNLRGTFSSDKYQT
VDAKITKNGEEVYKIWGNYYKELFYCGKDKVKKSLLKIDDIRGKSVPRYTIDMNQQGKMESDKLW
IKVTNAIYKGDQITATEEKCILEEAQREEVRKHESEGTVHIPKYFVKDSFLGWKYVDFNNSKFNPD
KELGDYEDEYHIKPLLKEQNDCIGDGKQVKEELLTSSNETNNSETLKTDHQSSMNTQNSGDEKC
KKVDELKEELNQVE ARIKNITFTQNQKTIDIKQLKKFIVILLSINIVLIALVLKLLLK

C) EhORP3

MTTPIRIDSDAIKQLHGTVYVQQEEKTQEFVDAMEKGDGKSIIWEILKQLRPGMSLERITMPTHVM
EPRSLLEKLTDYFTHLDLVNAAANAPTAEERMVKLVQFFLSGFYITPKACKKPYNPLLGEFYRTS
WSHADGSKTFFIAEQTSHHPPVSSIYACNRQAGWVGTGSLDFVTTFNGLSASAGIQGLIKAKFTK
FDEDYEWNFPMALVTGIYIPPLTMEIGGVLNFVCKQSGYKAKVEFKTMSMFSSSNYRQINGIISDP
EGKPYEINGRYDEELFITDKRTKEKKSFFKVEELKKTKEQRLVREFDKLHPFESEKLFKRVSDAIIK
NDQNLAMEEKFVLEEAQRTQRKLNDEKKVEQERRLFDKQGSDHDWKYKWENWNKYDPETEG
EELEIGGKIVTLKKNEVLNEERIKEILSDIPYPDWKEGEEPPHMLESFKFLLDRYKKVEDNKDKEEE
NKEDNKETEEKKEEAPINENDSLCPKAVVAKA

D) EhORP4

MSTATTSNPETERIMKKFSKYGEINEISQQYEPTPYKKVEAEPVAKDLWNNNIWEFAKGLSPGV

DLTRIPFPVCITQARSFLQNFTDYFEHWNYLSLAANEDDPYKRAKLVAQWYLSGFAHAMKVVRK
PYNPILGEVFRCMWEDPKSKSKTHYIAEQVSHHPPISAFYVSNREDGWIGSGTITFSVSFYGVSA
WAYLNGVQKIKLLKYDEEYTWAFPPTKASGFFVGPFIMEMGGVVEIRCNKNPYWASLDFKTTSM
FSSANLYKEGKIMNGSKQVDTIQGQYFEKITLNNKETFFDAKNPPESPIRYEVPFENLWGKESQY
VWQDLTKAVIKGDGQEAADKKYEVEEWQRQERIQDQKQGKTYVPKFFEKVNDTTYKYLFYNEA
PFQKGEEEAYEMAGMIMSRRKQL
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9.1.1 IDENTIFICACION DE ORTOLOGOS

Se realizé una busqueda con el ID de nuestras moléculas de interés, con el
objetivo de identificar moléculas ortdlogas en otras especies del género
Entamoeba. En la tabla 6 mostramos que encontramos ortdlogos en las
especies de Acanthamoeba castellanii str. Neff, Entamoeba dispar SAW760,
Entamoeba invadens |P1, Entamoeba moshkovskii Laredo, Entamoeba
nuttalli P19. Se utilizaron los parametros predeterminados por el software.

Tabla 6. Ortélogos para EhORPs

Entamoeba histolytica EhORP1 EhORP2 EhORP3 Ehorp4
HM-1:IMSS

Acanthamoeba ACA1_329470 ACA1_329470 ACA1_329470 ACA1_142130
castellanii

Entamoeba EDI_249070 EDI_291100A EDI_249070 EDI_2258 00
dispar SAW760

Entamoeba EIN_275280 EIN_047360 EIN_047360 EIN_1529 90

invadens IP1

Entamoeba EMO_027000 EMO_027000 EMO_027000 EMO_101 900
moshkovskii Laredo

Entamoeba nuttalli P19 ENU1_151500 ENU1_207470 ENU1_181930 ENU1_050460

9.1.2 ALINEAMIENTO DE ORTOLOGOS

Para identificar el porcentaje de similitud de las proteinas EnORPs de ameba
con sus ortélogas, realizamos los alineamientos entre las secuencias de

aminoacidos (Fig. 11-14).
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Figura 11. Alineamiento de las secuencias ortélogas para EhORP1.
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Figura 12. Alineamiento de las secuencias ortélogas para EnORP2
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Figura 13. Alineamiento de secuencias ortélogas para EhORP3.
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ACA1_142130.R501 PKH- === = === oo oo oo PSDWLSGATY - -RMSTRTKNKKDVL - - -A-- - - - K 320
EIN_152990-126_1  —----——-=—————mmmooem o FSSANLY - -KVEGKIMQKDTIV---D-- - - - T 279
EMO_101900-1  —---mmmmmmmmmmmmmmmm e oo oo FSSSNLY - -KVEGKIMNGNKQV - - -D-- - - - s 279
EDI_225800A mmmmmmmmmmmmmmm oo FSSANLY - -KVEGKIMNGSKQV - - -D-- - - - T 280
EHI_023470A —mmmmmmmmmmme oo FSSANLY - -KVEGKIMNGSKQV - - -D-- - - - T 280
ENU1_207470-126_1 -=-----m==mmmmmmmmmmmom o FSSANLY - -KVEGKIMNGSKQV - - -D-- - - - T 280
EDI_244000A FQENYLHTVQHGMKELY - -~ - - - -~ - - EKYNYKLPFPIKMHCMISSGYESTKGVEMENES 369
ACA1_142130.R501 VEGSWLSHVDVDGKRYWDLKEVAPWS TRPADNPLPS - -~ - = == === === === === DCRY 360
EIN_152990-t26_1 LQGQYFEKIFI-GKEIFLDAKVPPET--PTRYEVPEDK------------ LWGKESQYVIW 324
EMO_101900-1 IQGQYFERIMI -NKDILFDAKNPPEP - -PIRYEVPFDK------------ LWGKESQYIW 324
EDI_225800A TQGQYFEKITLNNKDTFFDAKNPPES - -PIRYEVPFEN- -~~~ --- - LWGKESQYVIW 326
EHI_023470A TQGQYFEKITLNNKETFFDAKNPPES - -PTRYEVPFEN- -~~~ --- -~ LWGKESQYVIW 326
ENU1_207470-126_1 TQGQYFEKITLNNKETFFDAKNPPES - -PIRYEVPFEN- -~~~ --- -~ LWGKESQYVIW 326
. . . *® . % .
EDI_244000A YDSDSKLLYGDGDETVNLNS - - - = === === === === ==~ LEFCKNIGATTFKN- - - - 403
ACA1_142130.R501 REDLQALLRGDEEEAQRLKVKLEEKQRREARLRDEGEAAARAKR- - -~ - - - = - - - - - 404
EIN_152990-t26_1 KDL TAAVWWKGDGQDASDKKWEVE EWQRL ERQE - NERKQVVFKPRF FEKVNDTEYHYTYAN 383
EMO_101900-1 QDL TKAVIKGDGQEAADKKYEVEEWQRL ERTE - DEKHNKKF TPRFFEKVNDSTYRYLFYN 383
EDI_225800A QDL TKAVIKGDGQDAADKKYEVE EWQRQERIQ-DQKQGKIYVPKFFEKVNDTTYKYLFYN 385
EHI_023470A QDL TKAVIKGDGQEAADKKYEVE EWQRQERIQ-DQKQGKTYVPKFFEKVNDTTYKYLFYN 385
ENU1_207470-t26_1 QDL TKAVIKGDGQEAADKKYEVEEWQRQERIQ-DQKQGK TYVPKFFEKVNDTTYKYLFYN 385
. EE ... .

EDI_244000A -------- LGKYTHTGILDDKASYESVYPYVCN 428

ACA1_142130.R501 - -~ ~SRGDKGAK- - === === === === === - 412

EIN_152990-t26_1 EAPFSKGEEESFEMAGMIMSRRKK- - - ------ 107

EMO_101900-1 EAPFQKGEEEAYEMAGMIMSKRKQN- - - - - - - 108

EDI_225800A EAPFQKGEEEAYEMAGMIMSRRKQL - - - ----- 410

EHI_023470A EAPFQKGEEEAYEMAGMIMSRRKQL - - ------ 410

ENU1_207470-126_1 EAPFQKGEEEAYEMAGMIMSRRKQL - - - - - - a1e

Figura 14. Alineamiento de las secuencias ortélogas para EhORP4
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9.1.3 CLADOGRAMAS DE PROTEINAS EhORPs

Para analizar las relaciones evolutivas de estas las proteinas ORP en

el grupo de protozoarios Amoebozoa se obtuvo un cladograma (Fig.

15) para cada una de las 4 proteinas EhORP de E. histolytica y

miembros del género Entamoeba como E. dispar, E. invadens, E.

nutalli 'y E. moshkovskii. También se incluyeron la secuencia

identificada para Acanthamoeba.

A ACAY 30047026
; EIN 27528006
e e ENUT 151500426 1

— EMO_027000-
— EDI_49070A
L ENORP1

0

EIN_047360-1261
f~{_4EhORP3
ENU1_050460-261
" ACA1_329470-t261
! ;—EDI_249070A
——EMO_027000-1

B) EHI_074110A

| EIN_047360-1261

ACA1_329470-1261

EMO_027000-1

—4  —EDI_291100A
L —EhORP2

0

D) EDI_244000A
{ —————————ACAT_142130R501
EIN 1520004061
» —EMO_101900-1
1 EDI_225600A
4 ERORP4

Figura 15: Cladogramas de las proteinas EhORPs: Se indica en cada

cladograma la primera proteina en la evolucion: A) Cladogramas de

proteinas ortélogas representativas con dominio de unién a oxisterol, en rojo

la molécula que se usé como blanco.
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A)

9.1.4 PORCENTAJE DE SIMILITUD ENTRE PROTEINAS ORTOLOGAS

Posteriormente, identificamos el porcentaje de identidad de otras proteinas
con las proteinas ortlogas de union a oxisterol del género Entamoeba
(Figura 16).

B)
D % % % % % % % ID % % % % % % %

ACA1_320470-26_1 10000 3939 3133 418 3850 3876 41.11 EHI_074110A 100.00 €504 3724 3911 3907 3885 3907

EIN_275280-126_1 3939 10000 47.31 5685 5740 5836 6632  EIN_047360-t26_1 6504 10000 3646 3846 3872 3759 3827

ENU1_151500-26_1 31.33  47.31 10000 5179 8719 9063 9565

ACA1_329470-126_1 37.24 3646 10000 4179 4112 4061 4036

EMO, 0270001 4186 5085 5179 10000 6403 6470 7aos EMO_027000-1 3911 3846 4179 10000 69.10 6870 6856
ED1 2490708 %50 5740 8719 6405 10000 94s2 orer  EDL291100A 3907 3872 4112 6910 10000 9221 9221
EhoRP1 %76 5836 9063 6470 9452 10000 foooo  EMORP2 3885 3759 4061 6870 9221 10000 96.11
0 D)

ID % % % % % % D % % % % % % %
EIN_047360-26_1  100.00 6504 6527 3555 3726 39.41 EDI_244000A 10000 17.83 1761 1821 1749 1815  18.15
EhORP3 6504 10000 9918  37.08 3789 3894 ACA1_142130R501 17.83 10000 2592 2535 2465 2521 2521
ENU1_050460-261 6527 9918 10000 37.08 3833  39.07 EIN_152990-26_1 1761 2592 10000 7641 7666 7666 7666
ACA1_329470-26_1 3555 37.08 37.08  100.00 3811 4220 EMO_101900-1 1821 2535 7641 10000 8407 8382 8382
EDI_249070A 3726 3789 3833 3811 10000 63.87 EDI_225800A 1749 2465 7666 8407 10000 9829 9829
EMO_027000-1 3941 3894 3907 4220 6387  100.00 EhORP4 1815 2521 7666 8382 9829  100.00 100.00

Figura 16. Porcentaje de identidad entre proteinas ortélogas de union a
oxisterol. En rojo se resaltan el porcentaje y el numero de acceso de cada
una de las EnORPs que se usaron como blanco. Los datos se obtuvieron con

Clustal Omega.

Una vez que analizamos los genes codificantes para las proteinas de unién
a oxisterol, procedimos a evaluar con diferentes herramientas bioinformaticas
las caracteristicas fisicoquimicas de las proteinas de unién a oxisterol de E.
histolytica, asi como su estructura 3D y sus funciones. Encontramos que las
cuatro proteinas presentan puntos isoeléctricos entre 5,3 y 8.69. Las dos
proteinas de membrana contienen el motivo FFAT con la secuencia
EFFDATE y se ha reportado que esta presente en proteinas ancladas al
reticulo endoplasmatico. Unicamente EnORP1 contiene un dominio PH-like,

a diferencia del reporte de Das y colaboradores en 2018 que encontraron
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este dominio en las dos moléculas transmembranales, esto puede deberse a

la actualizacion constante en la base de datos de los genomas. También,

encontramos que las cuatro proteinas presentan en dominio conservado
EQVSHHPP de los ORD (Fig. 18 y Tabla 4). Todos estos datos muestran que
son moléculas altamente conservadas dentro de la familia de las ORPs de
eucariontes, y a su vez, son divergentes en E. histolytica, por o que podrian

estar involucradas en diferentes procesos celulares.

Tabla 7. Caracteristicas fisicoquimicas, dominios y numeros de acceso

de las proteinas EhORPs

ERORP1  C4M380 80766  677-697  EQVSH  177-556 38-154 230-236 698
RPT

EhORP2 C4LTR1 869 82703  698-718  EQVSH  102-578 - 241-248 719
HPP

EhORP3 C4M300 53 56894 - EQTSH  33-384 - - 490
HPP

EhORP4 C4LUQS 6,97 47700 - EQVSH  48-382 - - 410

HPP

9.1.5 DOMINIOS DE UNION A OXISTEROL DE LAS EhORPs

Para analizar la estructura de estas moléculas, buscamos los dominios
analizando las secuencias de aminoacidos con el programa Pfam
encontrando el dominio de unién a oxisterol, el dominio de PH, el dominio
transmembrana, asi como el motivo FFAT y el motivo conservado de ORD
(Fig. 17).
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A) Humano

Ankyrin PH FFAT
) ]

200 aa

™
0osBepP

ORP4
ORP1
ORP2
ORP3
ORP&
ORP7
ORPS
ORP8
ORP9
ORP10
ORP11

Osh1p
Osh2p
Osh3p
Oshdp
Osh5p
Oshép
Osh7p

C) Entamoeba histolytica

PH-like FFDATE ™

NLS

EQVSHRPT
EQVSHHPP
EQTSHHPP
EQVSHHPP

I — | EhORP1

EhORP2

EhORP3
EhORP4

200 aa

Figura 17. Estructura de las proteinas putativas ORPs de E. histolytica:

En color azul se muestra la longitud de la proteina, el amarillo representa el

dominio de unién a oxisterol (ORD). La linea azul representa la sefal de

localizacion nuclear (NLS). EI dominio PH de color naranja, de color verde

se encuentra el dominio transmembranal TM. La linea roja representa el

motivo FFAT y la linea negra larga indica la alineacion del motivo

conservado del ORD.

9.1.6 ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LAS PROTEINAS EhORPs

La estructura 3D se obtuvo en alpha fold y se visualizé con Pymol (Fig. 18). Los

ensayos de acoplamiento se realizaron con el software Seamdock con ligandos

lipidicos de PI4P y colesterol (Fig. 18).
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B) EhORP2

Figura 18: Estructuras 3D de las proteinas EhORPs. En rojo se indican
los dominios de union a oxisterol. Extremo amino (NT) y extremo carboxilo
(CT).

9.1.7 DOCKING MOLECULAR

Para determinar si el PI4P y el colesterol son ligandos para las ERORPs como
sucede en otros eucariontes, realizamos con el apoyo del Dr. Israel Canela
los ensayos de acoplamiento molecular (docking) con el software Seamdock
(Fig. 19) y encontramos que, en las cuatro moléculas, la unién con el
colesterol es mas estable (-7.3 a 8-1 Kcal/mol), aunque existen mayores
puntos de union con el PI4P (-5.6 a 6.7 Kcal/mol), como se observa en las

tablas complementarias.
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A) EhORP1 EhORP2 EhORP3 EhORP4
Pl4P | -

Afinidad
kcal/mol

B)
Col

EhORP1 EhORP2 EhORP3 EnhORP4

Afinidad
kcal/mol

Figura 19: Docking Molecular de las EhORPs con sus ligandos
lipidicos: A) Con PI4P, B) Con colesterol. El ligando (gris) fue acoplado con
las proteinas putativas de E. histolytica, (rojo) mostrando los modelos

resultantes de las interacciones energéticamente mas favorables.
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9.1.8 INTERACTOMAS DE LAS PROTEINAS EhORPs

Para predecir la funcion de las proteinas de unidn a oxisterol de E. histolytica,
analizamos los interactomas de cada uno de ellos mediante el programa
String (Fig. 20). Con este experimento, pudimos predecir que los
interactomas de las cuatro EnORPs presentan variacién en las proteinas a

las que se unen.

A) Vps4 oligomerizacion AAA ATPasa

B) i () ina-
O Hemolisina-3, p Vps4 oligomerizacion AAA ATPasa O i '@, Hemolisina-3, p
No caracterizada n 5
\\ No caracterizada Q [ e
AN I\ 3
\ \ \/\( / NN
\\ .
\
Ankyrin repetida, p\Q p EhORP1 Ankyrin repetida, hORP2
| \x// e, Cdc48 AAAATPasa, p )
Cdod8 AAAATPasa, p | & % \Y/ O [t \ Familia de Dead box, ARN
. N | f( DNA helicase de la familia RecQ Cdc48 proteina l W w helicasa dependiente de ATP
Cdc48 proteina + 70 similiar, p W O
similiar, p AAAATPasa, p iy AAAATP:
No caracterizada \ | // No caracterizada \ | | asa,p
AAA ATPasa, p Sintesis de transmision por POLH b
Conjunto de cilios y pro‘l';wl:sa‘sh]adora de union a oxisterc! @ AAAATPasa, p iloss do vmnsian por PO
Conjunto de cillos y proteina fijadora de oxisterol O
" Hemolisina-3, p Hemolisina- 3, p
4 AAAATP
C ) Vps4 oligomerizacion AAA ATPasa ~ D ) Vps# oligomerizacion asa p

/
0

. M
No caracterizada V! No caracterizada

Fosfoinositido () \

|
Q EhORP3
Ankyrln repetida, p

Ankyrin repetida, p /\AAAATPasa, p fosfatasa, p - EhORP4 R : ATPasa, p
[ y b o\
A4 v §
Familia de Dead box, ARN helicasa . f\ m AAAATPasa, p .
dependiente de ATP - - ) AAA ATPasa, p
-~ No caractenzada Cdc48 AAAATPasa, p ) o )
Cdc48 AAAATPasa, p \ » + No caracterizada
Cdc48 proteina
similiar, p . A
@ sintesis de transmision por POLH O Mixto: Unién de esteroles, peptidasa M18 Cdc48 proteina similiar, p

Figura 20. Interactomas de las proteinas EhORPs. Las proteinas que
interaccionan con las EhORPs se agruparon segun la prediccion de sus
funciones de GO term y se muestran en distintos colores: en rosa, las
proteinas asociadas con actividad de unién e hidrolisis de ATP, en verde,
proteinas asociadas a la diferenciacion celular, y en azul, proteinas con la
funcion que las nombra. Las lineas en el interactoma representan el tipo de
union entre las proteinas segun el software: en rosa las interacciones
determinadas experimentalmente, en azul cielo, las identificadas por la base

de datos y el resto, son interacciones determinadas por homologia.
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X. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Para estandarizar la RT-PCR y analizar la expresioén de estos cuatro genes
codificantes para las EnORPs de manera experimental, primero realizamos
la extraccion de ARN total con una concentracion de 680 ng/puL y una
pureza de DO2s01280 = 2.23, y este se visualizé en un gel de agarosa al 1.5%
después de la electroforesis (Fig. 21). Los oligonucledétidos se disefiaron con
la ayuda de la Dra. Jeni Bolafios Rebolledo y se utilizé la herramienta
disponible en el Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica llamado
Primer desingning tool — NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast). Los resultados obtenidos con esta herramienta se muestran en la
tabla 8.

Tabla 8. Diseiio de los oligonucleétidos para RT-PCR

ehorp1 SECUENCIA 5°-3° TAMANO GC% Tm (°C)
SENTIDO |actaagaccaggaatggacc 20 50 60.8
ANTISENTIDO| ccaagcattcttagtccagg 20 50 60.1
ehorp2 SECUENCIA TAMANO GC% Tm (°C)
SENTIDO tcaccatcctccagtatctgc 21 52.4 63.1
ANTISENTIDO | caagtgcctcagggaatgtc 20 55 62.6
ehorp3 SECUENCIA TAMANO GC% Tm (°C)
SENTIDO tcacatcatccacctgtttc 20 45 56
ANTISENTIDO | cagcagatgctgataatcca 20 45 57
ehorp4 SECUENCIA TAMANO GC% Tm (°C)
SENTIDO aacccacctgaatcaccaat 20 45 57
ANTISENTIDO| tgcttcttgtccatcacctt 20 45 57

Este tipo de algoritmos para el disefio de primers es una herramienta
molecular esencial que permite predecir una amplificacion especifica de
acidos nucleicos, en este caso del ARN para estudios de expresion génica 'y

su cuantificacidon precisa. Un disefio adecuado asegura la especificidad al
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evitar productos de RT-PCR no deseados. El éxito de los experimentos
depende de un disefio 6ptimo que considere factores como la longitud,
contenido de GC, temperatura de alineamiento y ausencia de estructuras
secundarias. También, nos ayuda a determinar el tamafo del producto de

PCR esperado.

10.1 PERFIL ELECTROFORETICO DE ARN TOTAL DE E
histolytica OBTENIDO BAJO CONDICIONES DE CULTIVO BASALES

Carril 2
Carril 3

.-é
4
O

ARN total

Figura 21: Corrimiento electroforético de acidos nucleicos. Se cargd un
volumen total de 30 uL con un gradiente de concentracion de la muestra de
ARN total de E. histolytica: Carril 1: 680 ng/ uL; Carril 3: 1 360 ng/ uL y Carril
5: 2,040 ng/ L.
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10.2 ESTANDARIZACION DE LA EXPRESION DE GENES MEDIANTE
RT-PCR

Se realiz6 la RT-PCR con 1 yg de ARN total de acuerdo con el protocolo
indicado por el proveedor, mismo que indicamos en la tabla 2 en la seccion de
material y métodos. Los amplicones esperados son de tamanos: ehorp1
(153 pb), ehorp2 (185 pb), ehorp3 (153 pb) y ehorp4 (120 pb). Con nuestras
condiciones experimentales, logramos amplificar los genes ehorp1 y ehorp2
(Fig. 22).

™
S
s

ehorp 7
ehorp4
ehorp2

500
450
400
350
300
250
200

150
100

50

< EhORPs

Figura 22: Analisis de la expresidon de los genes ehorps. Los genes se
amplificaron a partir de cDNA y los productos amplificados se resolvieron en

un gel de agarosa al 1.5% y se tifieron con GelRed.
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Xl. DISCUSION DE RESULTADOS

Se ingreso a la pagina de AmebaDB para la busqueda de genes ortdlogos
en el mes de junio de 2024. Con respecto a la busqueda de genes de unién
a oxisterol de E. histolytica encontramos que las cuatro EhORPs se
encuentran conservadas al compararlas con otros organismos eucariontes
como S. cerevisiae, Plasmodium falciparum y Homo sapiens. Esto nos
sugiere que la via de transporte de lipidos en E. histolytica a través de las
proteinas ORP se encuentra presente y potencialmente funcional.

Interesantemente, al analizar los datos de la transcriptdmica en la base de
datos AmebaDB, los genes con mayor expresion basal son los genes ehorp3
y ehorp4, sin embargo, con nuestro ensayo de RT-PCR logramos amplificar
los genes ehorp1 y ehorp2, que son las que menos se expresan en el
transcriptoma de condicion basal (Shabardina et al., 2018), posiblemente
nuestras condiciones experimentales favorecen la amplificacion de estos
dos genes y no son Optimas para la amplificacion de los genes ehorp3 y
ehorp4. Con relacion a la expresion de los genes en diferentes condiciones,
ehorp1, ehorp2, ehorp3 y se expresan mas en condiciones de estrés
oxidativo indicando una posible respuesta de defensa y adaptacion del
parasito en esta condicidén. Sin embargo, en el caso de ehorp3 también se
expresa en condiciones de virulencia y choque térmico (Hon et al., 2013) en
el modelo de virulencia y choque de calor, sugiriendo una respuesta de este
gen de aumentar a su expresion durante el estrés inducido por choque

térmico.

Por otro lado, ehorp4 se expresa en la condicidn del colon virulento, lo que
podria indicar que esta proteina podria fungir como un factor de virulencia de
invasion en el colon, por lo que puede ser un blanco potencial para disefio de
nuevos farmacos, ya que es altamente divergente a los genes humanos. De

manera interesante, los genes codificantes para algunas proteinas EhORPs
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modifican su expresion durante el proceso de transicion de trofozoito a
quiste y de enquistamiento, lo que sugiere que podrian participar
activamente en la conversion de quiste a trofozoito y viceversa, por lo que
la continuacion de su estudio promete generar estrategias en el control de

la transmision del parasito.

Los datos correspondientes a los genes ortdlogos de las EhORPs indican
una conservacion evolutiva en el género Entamoeba y Acanthamoeba ya
que se encuentran presentes en las especies Acanthamoeba castellanii,
Entamoeba dispar, Entamoeba invadens, Entamoeba moshkovskii y
Entamoeba nuttalli. Esto nos podria indicar que el metabolismo y transporte
de lipidos en E. histolytica puede ser similar al de otros eucariontes
unicelulares y que el estudio en estas especies es importante para
comprender mejor los mecanismos de interaccién huésped-parasito tanto

en comensales como en patdogenos.

El alineamiento de secuencias proteinicas muestra la conservacién de la
region del extremo amino y la zona central entre las secuencias proteinicas
ortélogas de Acanthamoeba castellanii (ACA1_329470-t26_1), Entamoeba
invadens (EIN_275280-t26_1), Entamoeba nuttalli (ENU1_151500-t26_1),
Entamoeba  moshkovskii  (EMO_027000-1), Entamoeba  dispar
(EDI_249070A). Estos datos sugieren que el extremo amino funge un papel
fundamental para las proteinas de unién a oxisterol en diferentes actividades
celulares, mientras que la zona central que contiene el dominio ORD

posiblemente participe en la union de lipidos como sucede en S. cerevisiae.

Se puede apreciar que la secuencia correspondiente a la EhORP1 esta
conservada en la region del extremo amino y la zona central entre las
secuencias proteinicas de Acanthamoeba castellanii (ACA1_329470-
t26_1), Entamoeba invadens (EIN_275280-t26 1), Entamoeba nutallii
(ENU1_151500-t26_1), Entamoeba  moshkovskii (EMO_027000-1),
Entamoeba dispar (EDI_249070A). Nuestros datos sugieren que la
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secuencia correspondiente a la EhORP2, la regidon central se encuentra
conservada entre las secuencias proteinicas de Entamoeba invadens
(EIN_047360- t26_1), Acanthamoeba castellanii (ACA1_329470-t26_1),
Entamoeba  moshkovskii  (EMO_027000-1), @ Entamoeba  dispar
(EDI_291100A), Entamoeba nutalli (ENU1_181930-t26_1). Los datos
indican que la zona central de la secuencia proteinica correspondiente a la
EhORP3 se encuentra conservada entre Entamoeba invadens
(EIN_047360), Entamoeba histolytica, Entamoeba nutalli (ENU1_050460-
t26_1), Acanthamoeba castellanii (ACA1_329470-t26_1), Entamoeba dispar
(EDI_249070A) y Entamoeba moshkovskii (EMO_027000-1). Nuestros
resultados sugieren que la region central se encuentra conservada entre la
secuencia proteinica correspondiente a la EhORP4 de Entamoeba invadens
(EIN_152990-t26_1), Acanthamoeba castellanii (ACA1_142130.R501),
Entamoeba  moshkovskii  (EMO_101900-1), Entamoeba  dispar
(EDI_244000A) y Entamoeba nutalli (ENU1_207470-t26_1).

En el caso de la EhORP1 se encuentra emparentada con la proteina ortéloga
de Entamoeba ENORP3y a su vez, se emparenta con la proteina ortéloga de
Entamoeba invadens y finalmente, la EnORP4 se encuentra emparentada
con la proteina ortéloga de Entamoeba Moshkovski. Nuestros resultados
indican que las EhNORPs se emparentan con especies distintas, sugiriendo
una divergencia distinta. Se observé que las EhORP1, EhORP2 y EnORP4
tienen un porcentaje de identidad arriba de 90% con la proteina ortdloga de
Entamoeba dispar, indicando que estas proteinas en ambas especies
podrian tener una estructura y funcion similar. La proteina EDI_225800A
tiene un porcentaje de similitud del 98.29% con la EhORPA4.

Por otra parte, la EnORP3 tiene un porcentaje de identidad del 99% con la
proteina ortdloga de Entamoeba nutalli, sugiriendo una situacion similar.
Estos resultados son relevantes, ya que E. dispar no es una cepa virulenta
a diferencia de E. nutalli que es una especie altamente patdogena en
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primates no humanos, con lo que podemos asociar esta EhORP3 con la
virulencia del parasito y es necesario realizar experimentos funcionales para

comprobar esta hipotesis.

Los alineamientos de los dominios ORD indican que las EhnORP1 y EhORP2
contienen un extremo amino mas largo que las proteinas de union a oxisterol
EhORP3 y EnORP4, mientras que la parte central se encuentra altamente
conservada. Cabe destacar que estos dominios se encuentran conservados

en S. cerevisiae y Homo sapiens (Das 2018).

Se puede apreciar que las estructuras de las cuatro EhORPs estan
conformadas principalmente por hélices alfa. Esto se correlaciona con la
estructura de la proteina OSH4 que es homologa a OSBP1 de humano (Singh
2009). y asu vez ortologa de las EnNORPs. Los resultados arrojados por swiss
model (SWISS-MODEL - SIB Swiss Institute of Bioinformatics | Expasy)
indican que las EhORP4 y EhORP3 tienen una identidad estructural de
39.03% y 40.06% respectivamente con el cristal de ORP8 de humano a una
resolucion de 2.6A. Con alpha fold (Base de datos de estructura de proteinas
AlphaFold) los resultados indican que EhORP1 y EhORP2 tienen una
identidad estructural de 76.64% y 93.79 % respectivamente con su ortélogo

en E. dispar.

En los interactomas observamos que las de las EhORPs es con otras
moléculas putativas, lo que resulta relevante, pues el estudio de las EnORPs
es un campo abierto para la investigacion en el transporte de lipidos del
parasito. Cuando hacemos el enriquecimiento funcional (GO term) de la lista
de proteinas que interaccionan con las EhNORPs, se encontré que la funcion
molecular esta descrita como actividad de union e hidrélisis del ATP. Las
ATPasas que se han relacionado con las ORPs participan en el transporte de
colesterol en contra de su gradiente y también se ha visto que la ATPasa4 es
importante para desensamblar la maquinaria molecular de las membranas
(Heckle 2023).
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La ARN Helicasa dependiente de ATP que pertenece a la familia helicasa
DEAD box de la subfamilia DDX54/DBP10, es una proteina involucrada en
la regulacién post transcripcional durante la transicion de estadios en
otros parasitos, sugiriendo la participacion de las EhOPRs en el
enquistamiento o des enquistamiento de E. histolytica. La regulacion
transcripcional consiste en la represion de los ARN mensajeros para
conservarlos en un estado de reserva para una traduccién posterior; este
mecanismo es para preparar a las células cuando se transmiten a un
huésped, como sucede en Plasmodium, Toxoplasma 'y Giardia (Balan et al.,
2021). La proteina Cdc48- like en levadura, es una proteina para el control
de la division celular, conocida como vcpATPasa (Valsolin-conteining); esta
proteina esta involucrada en la transferencia de vesiculas desde el reticulo
endoplasmatico hacia al aparato de Golgi. Con esto podemos predecir que
las EhORPs estan involucradas en el transporte de lipidos entre estos
organelos, mismo que es esencial para las funciones celulares del parasito,
Esto también se sustenta con la presencia del motivo FFAT en la estructura
de algunas EhORPs.

La hemolisina-3 es una proteina formadora de poros identificada en
bacterias que se inserta en la membrana para contactar con el colesterol y
posteriormente formar un poro, esta proteina se ha estudiado para entender
mejor el cambio de estadio en el ciclo de vida de Plasmodium y puede estar
asociada a la virulencia de E. histolytica. Estos datos del interactoma nos
permiten predecir las funciones de las EhORPs, también porque los
resultados obtenidos se asocian con la expresion de los genes en las distintas

condiciones que se mencionaron anteriormente.

Con estos datos, podemos sugerir que la familia de EnORPs participa en
varias funciones celulares como en la transicion de estadios que depende de
la remodelacion de los componentes de las membranas, el transporte de
lipidos entre organelos y también, participan en la regulacién transcripcional
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de E. histolytica. Nuestros resultados indican que las interacciones de las
cuatro ORPs de E. histolytica con sus ligandos PI4P y colesterol se llevan a
cabo principalmente por interacciones no covalentes y por puentes de
hidrogeno, interacciones hidrofébicas y enlaces ionicos. Es importante
sefalar que las cuatro EnORPs generan un numero mayor de interacciones
con el PI4P que, con el colesterol, sin embargo, la afinidad que se mide en
kcal/mol es mayor con el colesterol (-7.3 a -8.3) con respecto a los niveles
energéticos obtenidos con PI4P (-5.6 a -6.7).

En nuestros resultados experimentales, podemos observar la amplificacién
de los genes ehorps: ehorp1 (153 pb) y ehorp 2 (185 pb) a partir de ARN total.
Estos datos indican que estos genes se expresan en E. histolytica, sin
embargo, con estas condiciones no logramos amplificar a ehorp3 y ehorp4,
por lo que queda como perspectiva estandarizar las condiciones de RT-PCR
para estos dos ultimos genes.

Xll. EL USO DE LAS HERRAMIENTAS MOLECULARES EN LA PROMOCION DE
LA SALUD

Desde el punto de vista de la promocion de la salud del modelo higiénico
preventivista, plantea tres determinantes del proceso salud enfermedad, las
cuales estan relacionadas con diferentes factores de riesgo. Para abordar los
conceptos de promocion de la salud, es fundamental situarse dentro de los
enfoques del proceso salud-enfermedad, ya que este esta influenciado tanto
por la filosofia como por las practicas relacionadas con la enfermedad. Con
Galeno, médico griego de la Roma imperial, la higiene toma significado como
promotora de salud, la cual estaba centrada en el cuidado del cuerpo y se
podria asociar con estilos de vida saludables. Varios siglos después, con el
paradigma microbiano, en el cual la enfermedad era producto de los
microbios, la salud publica y la promocién de la salud quedaron suspendidas
a la practica médica. El agente causal de la enfermedad deberia ser
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controlado o eliminado por acciones publicas (Esteban, 1998). El simultaneo
desarrollo de la farmacologia, los procedimientos diagndsticos
instrumentales, asi como de la biologia celular y la bioquimica contribuyeron

a reafirmar esta idea (Carmona et al., 2005).

Posteriormente, a partir del concepto de medicina preventiva se identifica la
promocién de la salud como la esfera mas grande de la prevencién de la
enfermedad; el paradigma que subyace en tal propuesta es el higiénico-
preventivista. La enfermedad es la ruptura del equilibrio existente entre el
huésped, un agente etiolégico y el medio con el que interactuan. La
promocién de la salud, de acuerdo con esta vision, tenia que ver con el
fortalecimiento de la resistencia del huésped hacia los agentes de
enfermedad, con la disminucion o eliminacion del contacto con el agente y
con acciones generales sobre el ambiente (el ambiente incluye la parte
social) (Carmona et al., 2005).

La Organizacién Mundial de la Salud indica en la Carta de Ottawa que la
Promocién de la Salud constituye un proceso politico y social global que
abarca acciones dirigidas a fortalecer las habilidades y capacidades de los
individuos y de las comunidades y, aun mas importante, acciones dirigidas
a fortalecer las habilidades y capacidades de los individuos y de las
comunidades y también, acciones dirigidas a modificar las condiciones
sociales, ambientales y econdmicas, con el fin de favorecer su impacto

positivo en la salud individual y colectiva.

Aunque la salud es un concepto dinamico, habitualmente se aborda desde
la vision de pérdida (enfermedades o factores de riesgo). La promocion de
la salud reconoce la salud como un concepto positivo y se centra en los
factores que contribuyen a ella. Busca que todas las personas desarrollen
su mayor potencial de salud tomando en cuenta los activos de la comunidad
y las condiciones sociales subyacentes que determinan una mejor o peor
salud - los Determinantes Sociales de la Salud - sabiendo que para alcanzar
la equidad es necesario una redistribucion del poder y los recursos.
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El abordaje de Promocion de la Salud implica una manera particular de
colaborar: parte de las diferentes necesidades de la poblacion, fomenta sus
capacidades y sus fortalezas, empodera, es participativa, intersectorial,
sensible al contexto y opera en multiples niveles. “Comunidades,
organizaciones, e instituciones trabajando juntas para crear condiciones y
entornos que aseguren la salud y el bienestar para todas las personas, sin
dejar a nadie atras” (OMS, 2005).

El mandato actual de promocion de la salud para la regién de las Américas
conocido como la Estrategia y Plan de Accion sobre Promocion de la Salud
en el contexto de los Objetivos de Desarrollo Sustentable 2019-2030
aprobada en el 57 Consejo Directivo (2019), propone 4 lineas estratégicas

de accion esenciales para promover la salud:

1. Fortalecer entornos saludables:
La Promocion de la Salud fomenta cambios en el entorno para generar salud
y bienestar; opera en los lugares o contextos en los que las personas
participan en actividades diarias, donde los factores sociales, economicos,
ambientales, organizacionales y personales interactuan. Escuelas,
universidades, viviendas, lugares de trabajo, mercados y otros espacios
comunes son entornos clave para ganar salud a lo largo de todo el curso de

vida.

2. Facilitar la participacion y el empoderamiento de la
comunidad:
La participacién genera salud en si misma y, ademas, es esencial para la
efectividad y sostenibilidad de las acciones de promocion de la salud.
Promover la salud es generar espacios de participacion, trabajar en red,
reforzar el papel de las comunidades y potenciar sus activos y capacidades
para que puedan abogar por sus necesidades y perspectivas. Ademas, para

promover la salud es clave empoderar a las personas y las comunidades
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para que puedan ser involucradas de forma significativa en la toma de

decisiones que afectan a su vida.

3. Fortalecer la gobernanza y la accion intersectorial de la
comunidad:

Una buena gobernanza para la salud implica incluir la accion intersectorial,
la participacion social y la equidad. Es crucial considerar el impacto que las
politicas de sectores como educacion, empleo, economia, vivienda,
transporte o urbanismo tienen en la salud. Por eso, para promover la salud
se hace indispensable un enfoque de todo el gobierno y la sociedad que
genere soluciones colectivas que mejoren la salud como parte integral del
bienestar y el desarrollo econémico y social. La evidencia cientifica muestra
que tener un trabajo fijo o no, mayor o menor nivel de estudios, de ingresos,
mejores o peores condiciones de vivienda, mas o menos zonas verdes,
espacios para caminar, disponibilidad de agua potable, informacién sobre
coémo funciona el cuerpo, conocimientos generales sobre las infecciones y
uso de medicamentos, dieta, etc., influye directamente en la salud. También
la evidencia nos muestra que existen politicas publicas efectivas para

promover la salud con equidad.

4. Fortalecer los sistemas y servicios de salud:
A partir de la Carta de Ottawa, la promocion de la salud adquiere un papel
protagdnico reconociéndose que los sistemas y servicios de salud van mas
alla de la provision de servicios clinicos y médicos, de forma que debe
producirse un cambio de enfoque y de organizaciébn para que las
necesidades de las personas se situen en el centro y se aborden como un
todo. La Promocion de la Salud es un elemento clave para el fortalecimiento
de los sistemas de salud y su capacidad para responder a las necesidades
de salud de las personas, familias y comunidades, centrandose en garantizar
la salud al mas alto nivel posible con solidaridad y equidad. Cada contacto

con una persona puede ser una oportunidad no solo para brindar un servicio
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clinico, sino también para evaluar las condiciones en las que vive y trabaja,
conocer su contexto familiar y social y conectar con los activos de la
comunidad. También brinda la oportunidad de coordinarse con otros
servicios como proteccion social y vivienda para atender las necesidades
detectadas de las personas. El sector de la salud debe lograr que la
promocién de la salud sea mas pertinente y concreta, y colaborar con las
comunidades para crear condiciones de vida saludables, sobre la base de la
atencion primaria de salud. La promocion de la salud es ademas una funcién
esencial de salud publica, que debe ser incluida en los procesos de
evaluacion, desarrollo de politicas, asignacion de recursos y en las
dimensiones del acceso a los servicios de salud (FESP) (OPS, 2019).

El este ultimo objetivo podemos incluir a las herramientas moleculares como
parte de las estrategias de la promocion de la salud. El conocimiento de los
principios y la aplicacion practica de técnicas de biologia molecular y
bioinformatica brinda a los promotores de salud una herramienta clave para
educar a la poblacion sobre la salud y la enfermedad desde una perspectiva
molecular. Su labor es fundamental para desarrollar estrategias preventivas
y terapéuticas basadas en evidencia cientifica y transmitir este
conocimiento de manera accesible al publico. Al explicar los procesos
biolégicos de las enfermedades con fundamentos cientificos, los
promotores de salud ayudan a que las personas comprendan su estado de
salud, tomen decisiones informadas y sigan adecuadamente los
tratamientos. Esto contribuye a reducir la desinformacion, fomentar la
prevencion y deteccion temprana, y mejorar el seguimiento terapéutico al
entender los mecanismos y efectos de los tratamientos. Ademas,
empoderan a los pacientes y sus familias, promoviendo su participacion en
el autocuidado y fortaleciendo la confianza en los sistemas de salud, lo que

favorece una sociedad mas informada y comprometida con su bienestar.
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El desarrollo de herramientas moleculares desempefia un papel crucial en
el fortalecimiento de los sistemas y servicios de salud al proporcionar
tecnologias avanzadas para el diagndstico, monitoreo y tratamiento de
enfermedades, mejorando la capacidad de respuesta frente a emergencias
sanitarias. Estas herramientas han demostrado su eficacia en la deteccion
temprana y el seguimiento de brotes, permitiendo intervenciones rapidas y
basadas en evidencia cientifica. Aunado a esto, contribuyen a crear entornos
saludables al ser aplicadas en hospitales, laboratorios y comunidades para
controlar factores de riesgo y prevenir la propagacion de enfermedades (Pin
et al., 2023). Ademas, fortalecen la participacion comunitaria al generar
datos que informan sobre prevencion y deteccion temprana, empoderando
a las personas para tomar decisiones informadas sobre su salud. Por ultimo,
integran la investigacion cientifica con politicas publicas, como se evidencio
durante la pandemia de COVID-19 en el 2020, al fomentar la accion
intersectorial y la gobernanza para disefiar intervenciones equitativas y

sostenibles que respondan a desafios globales en salud.

Como ya mencionamos, la amebiasis es una infeccion multifactorial,
alrededor del 90% de personas infectadas son asintomaticas, por lo que
también es fundamental aplicar la promocion de la salud de manera integral,
considerando las condiciones fisicas como el sexo, edad, sistema inmune,
dieta, nutriciébn, condiciones genéticas, socioculturales, econdémicas y
ambientales de los pacientes. En este caso, la PCR utilizando sondas para
genes especificos del parasito, funciona como una técnica molecular para
detectar la amebiasis en personas asintomaticas que facilita hacer un
diagnéstico diferencial a otras patologias intestinales y hepaticas (Pin et al.,
2023).

En esta tesis, demostramos que las herramientas moleculares son de
importancia para el diagnostico de enfermedades trasmisibles, y ayudan a

entender mejor las causas o la etiologia, para asi poder elaborar nuevos
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medicamentos que reduzcan los efectos secundarios en el ser humano. La
bioinformatica nos permite caracterizar genes con potencial uso en el
diagnaostico y tratamiento. Con la prediccion de la funcion de las proteinas
EhORPs en el enquistamiento y desenquistamiento, eventualmente se
pueden proponer para la intervencion farmacéutica en la unidén de las
EhORPs con sus ligandos y asi prevenir la transmision de la infeccién en el
ser humano. Las proteinas ORPs se han reportado como potenciales
blancos para inhibir parasitosis como la giardiasis, toxoplasmosis y la
malaria (Balan et al., 2021) y también, la angiogénesis en células
endoteliales que juegan un papel importante durante la formacion y
evolucion de los tumores cancerigenos (Kim, 2017).

Por otro lado, el costo de las técnicas moleculares experimentales es alto,
se requiere alta especializacion para desarrollarlas y solo algunos tienen
acceso, por lo tanto, es necesario la creaciéon de politicas publicas para
ofrecer menores costos y toda la poblacién tenga acceso al uso de las
herramientas moleculares para el diagndstico oportuno y también, para la

ciencia basica que es la fuente para el desarrollo farmacéutico.

Ademas, como promotores de salud es importante promover la orientacién
a la poblacion en la manejo y preparacion de alimentos, asi como en el
lavado de manos, la higiene, el evitar la automedicacion y la educacion
sexual con el fin de disminuir los contagios y por lo tanto las muertes
causadas por la amebiasis y la poblacion tenga una mejor calidad de vida.

Aunado a esto, es fundamental apoyar a las comunidades con informacion
sobre las enfermedades infecciosas, ya que la mayoria de la gente toma
remedios caseros para aliviar algunos dolores del estomago, asi como
diarreas, esto solo mitiga un poco el dolor, sin embargo, el parasito no sale
del cuerpo, no obstante, algunas veces consultan al médico cuando el dolor
aumenta y el remedio casero ya no ayuda a calmar el dolor y la infeccion se

puede volver cronica.
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En este sentido, el numero de casos de amebiasis intestinal y hepatica
reportadas en el Boletin epidemioldgico disminuyeron considerablemente
durante el 2020 al 2022, periodo que coincidié con la pandemia, lo que
sugiere que probablemente las medidas sanitarias tuvieron un impacto en

la transmision y vigilancia de esta infeccion y probablemente otras mas.
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Xlil. CONCLUSION

Las EhORPs estan conservadas evolutivamente al ser comparadas con
otros eucariontes, asi como con miembros del género Entamoeba,
aunque divergen entre ellas. Con respecto a la estructura de las ORPs
se puede observar una similitud con la estructura de OSH4 de
Saccharomises cerevisiae. Ademas, se logro caracterizar a las
proteinas putativas de union a oxisterol de E. histolytica, a través del
analisis bioinformatico, identificando los dominios de union a oxisterol,
asi como su region central conservada. Por otro lado, los resultados de
los dockings fortalecen la hipotesis que se planted en esta tesis, debido
a la unién y el potencial transporte de PI4P y colesterol mediante las
EhORPs. Finalmente, de acuerdo con las proteinas que interaccionan
con las ORPs de E. histolytica las cuatro proteinas EnORPs participan

en diferentes funciones celulares del parasito.

Por otro lado, con la implementaciéon de las herramientas moleculares
se ha cambiado la forma de diagnosticar enfermedades parasitarias,
debido a que es mas facil detectar parasitos en el ser humano, lo que
conlleva a un rapido y oportuno tratamiento, de tal manera se
previenen mas contagios y muertes.

Mientras la Promocion de la Salud puede intervenir para la creaciéon de
nuevas politicas publicas para que el acceso a las herramientas
moleculares sea mas facil y econdmico, asi mismo, se verifique que la
distribucion de los servicios como el agua potable y el drenaje sea
equitativamente, esto con el fin de que la poblacion tenga los servicios
minimos basicos para mantener la limpieza necesaria, ademas, es
necesario reeducar a la gente en el lavado de manos, asi como, en la

limpieza y preparacion de alimentos.
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XIV. PERSPECTIVAS

Determinar la funcién in vivo de las EhORPs a través del

silenciamiento y sobreexpresion de sus genes.

Promover el adecuado manejo de los alimentos, asi como el lavado

de manos, entre la comunidad.

Implementar platicas en las escuelas sobre la amebiasis su

prevencion para reducir el contagio y disminuir la mortalidad.
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