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Resumen 

Entamoeba histolytica contiene una de las familias más numerosas de factores de 

transcripción de choque térmico (EhHSTFs), conformada por siete genes. 

Resultados anteriores a este trabajo, sugieren que el factor de transcripción 

EhHSTF7 podría estar involucrado en la activación transcripcional del gen de 

resistencia a múltiples fármacos EhPgp5 en respuesta a emetina. El objetivo de este 

trabajo fue analizar el papel regulador del factor EhHSTF7 en la activación 

transcripcional del gen EhPgp5 en el parásito E. histolytica. La interacción por 

acoplamiento molecular in silico del factor EhHSTF7 y el elemento HSE, mostró que 

los residuos Ser69 y Arg72 de la ⍺ hélice 3 del dominio de unión al DNA de 

EhHSTF7, están involucrados en la interacción con las bases complementarias de 

la secuencia 5’-GAA-3’ del elemento HSE. Por otra parte, se encontró que la 

proteína rEhHSTF7 cambia el estado de oligomerización en respuesta a la 

concentración y al estrés térmico; además, mediante ensayos de retardamiento se 

demostró que la proteína recombinante interacciona con el HSE de manera 

específica y se comprobó que las bases complementarias a la secuencia 5’-GAA-3’ 

son relevantes en esta unión. El silenciamiento de EhHSTF7 con siRNAs, demostró 

que en trofozoítos cultivados con emetina la viabilidad celular disminuyó, así como 

la expresión de EhPgp5 a nivel de mRNA y proteína. Finalmente, el factor EhHSTF7 

no co-localizó con la proteína EhHSP70 en el núcleo de trofozoítos de E. histolytica 

cultivados con emetina. Los resultados de este proyecto indican que el factor 

EhHSTF7 reconoce al elemento HSE del gen de resistencia a múltiples fármacos 

EhPgp5, lo que sugiere que está involucrado en la regulación del fenotipo de 

resistencia a múltiples fármacos en el parásito E. histolytica.  
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Abstract 

Entamoeba histolytica has one of the most numerous families of heat shock 

transcription factors (EhHSTFs), consisting of seven genes. Previous results 

suggest that the EhHSTF7 transcription factor may be involved in the transcriptional 

activation of the multidrug resistance gene EhPgp5 in response to emetine. The aim 

of this work was to analyze the regulatory role of the EhHSTF7 factor in the 

transcriptional activation of the EhPgp5 gene in the E. histolytica parasite. The 

interaction by in silico molecular docking of the EhHSTF7 factor and the HSE 

element of the EhPgp5 gene showed that residues Ser69 and Arg72 of ⍺ helix 3 of 

the DNA-binding domain of EhHSTF7 are involved in the interaction with the 

complementary bases of the 5'-GAA-3' sequence of the HSE element. Moreover, the 

rEhHSTF7 protein was found to change the oligomerization state in response to 

concentration and heat stress; furthermore, by retardation assays it was shown that 

the recombinant protein interacts with HSE in a specific manner and the bases 

complementary to the 5'-GAA-3' sequence were found to be relevant in this binding. 

Silencing of EhHSTF7 with siRNAs showed that in trophozoites cultured with 

emetine cell viability decreased, as well as EhPgp5 expression at the mRNA and 

protein level. Finally, EhHSTF7 factor did not co-localize with EhHSP70 protein into 

the nucleus of the E. histolytica trophozoites cultured with emetine. The results of 

this project indicate that the EhHSTF7 factor recognizes the HSE element of the 

multidrug resistance gene EhPgp5, suggesting that it is involved in the regulation of 

the multidrug resistance phenotype in the E. histolytica parasite.  
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1. Introducción  

1.1 Entamoeba histolytica 

El parásito Entamoeba histolytica representa un problema importante de salud 

pública en todo el mundo, este organismo es el agente etiológico de la amebiasis, 

la cual es una enfermedad común en regiones tropicales donde la higiene y sanidad 

son inadecuadas. Las características clínicas de esta enfermedad van desde la 

colonización asintomática hasta la colitis amebiana (disentería o diarrea) y la 

amebiasis invasiva extra-intestinal, siendo el absceso hepático la forma clínica más 

común (Samie et al., 2012). La clasificación taxonómica de este parásito indica que 

pertenece al Reino Protista, Phyllum Amebozoa, Clase Archamoebae, Orden 

Entamoebida, Familia Entamoebidae, Género Entamoeba, Especie Entamoeba 

histolytica, según Schaudinn en 1904 (Ximénez et al., 2007).   

El ciclo de vida de E. histolytica es oral-fecal, y consiste en una etapa infectiva, el 

quiste, y otra etapa de multiplicación, el trofozoito (Figura 1). El quiste es una forma 

infectiva y de latencia, con estructura esférica u ovoide. Según su grado de 

madurez, presenta de uno a cuatro núcleos y una capa gruesa de quitina que le 

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

(Saavedra & Olivos-García, 2017). Los quistes maduros en el intestino grueso 

abandonan el huésped en grandes números y permanecen viables en ambientes 

fríos y húmedos por al menos 12 días, mientras que en el agua los quistes pueden 

sobrevivir hasta por 30 días. Cuando son ingeridos los quistes pasan a través del 

estómago y en el intestino delgado, donde las condiciones son alcalinas y permiten 

la división nuclear, ocho trofozoítos móviles son producidos (Samie et al., 2012).   
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Figura 1. Ciclo de vida del parásito E. histolytica. (1) Quistes presentes en heces humanas, 

(2) ingestión de quistes maduros en comida, agua, o contacto humano, (3) 

desenquistamiento en el intestino, (4) liberación de trofozoítos y migración al intestino 

grueso u otros órganos (principalmente hígado), (5) enquistamiento y liberación en heces 

humanas (Tomado de Centro para el control y prevención de enfermedades, 2015). 

Los trofozoítos son móviles, proliferativos e invasivos, con forma irregular. En su 

citoplasma se distinguen el exoplasma, que le sirve para desplazarse a la vez que 

emite pseudópodos y el endoplasma, que rodea al núcleo y se caracteriza por tener 

numerosas vacuolas (Saavedra & Olivos-García, 2017). Los trofozoítos se 

establecen en el lumen del intestino grueso, donde se dividen por fisión binaria y se 

alimentan de células del huésped, bacterias, y otras partículas; se multiplican 

indefinidamente en la mucosa del intestino grueso. Los trofozoítos inician la invasión 

del tejido cuando hidrolizan las células de la mucosa y absorben los productos pre-
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digeridos. En algunas ocasiones el parásito invade la pared intestinal, alcanzan la 

submucosa y con esto los vasos sanguíneos, los trofozoítos viajan a través de la 

sangre hasta alcanzar tejidos importantes del huésped tales como el hígado, los 

pulmones, la piel e incluso el cerebro, en este caso los trofozoítos entran en un ciclo 

sin salida en el cual no pueden abandonar el huésped, ni causar infección a otros 

individuo (Samie et al., 2012). 

El enquistamiento ocurre en el lumen intestinal y el quiste se forma completamente 

cuando presenta cuatro núcleos, por último el quiste llega al ambiente a través de 

las heces humanas y éstos son resistentes a una variedad de condiciones 

ambientales. En algunas ocasiones los trofozoítos pueden salir en las heces, pero 

no pueden sobrevivir fuera del huésped. Las señales que dan lugar al 

enquistamiento y desenquistamiento actualmente son desconocidas o muy poco 

entendidas en este parásito (Samie et al., 2012). 

1.2 Panorama epidemiológico de la amebiasis  

La epidemiología de la amebiasis es estudiada en todo el mundo, sin embargo los 

datos epidemiológicos en muchos países tropicales endémicos son sobreestimados 

debido a una identificación inadecuada del parásito E. histolytica. (Samie et al., 

2012). En países desarrollados la amebiasis tiende a ser más común en pacientes 

mayores y ocurre de manera más frecuente en hombres homosexuales o en ciertas 

instituciones (Hung et al., 2008). Mientras que en regiones tropicales, la 

epidemiología de la amebiasis es completamente diferente y es más común en la 

población en general, siendo los más afectados los menores de 18 años (Ximénez 

et al., 2009). La infección es más frecuente en países y regiones en vías de 

desarrollo como América Latina, Asia y África (Ghosh et al., 2000). Por otro lado, la 

reclasificación de E. histolytica en dos especies diferentes, incluye la especie 

patógena E. histolytica y las especies no patógenas Entamoeba dispar y Entamoeba 

moshkovskii, estas tres especies no pueden ser diferenciadas por simple 

microscopía, que es el método de diagnóstico más usado en países tropicales 

donde la amebiasis es endémica (Samie et al., 2012).  
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La Organización Mundial de la Salud (OMS) define a la amebiasis, como la infección 

provocada por el parásito E. histolytica en humanos con presencia o ausencia de 

manifestaciones clínicas. Se conoce que aproximadamente el 90% de las 

infecciones por E. histolytica son asintomáticas, sin embargo, existe un estimado de 

50 millones de casos de infecciones al año y de acuerdo con la OMS se encuentra 

clasificada como la cuarta causa de muerte por enfermedades parasitarias, sólo 

después de la malaria, la enfermedad de Chagas y la leishmaniasis (Ramírez et al., 

2012). Cerca del 10% de la población mundial (aproximadamente 480 millones) está 

infectada con el parásito E. histolytica, este parásito ocasiona de 70 a 100 mil 

muertes al año en todo el mundo debido a complicaciones de la enfermedad 

invasiva y se estima una prevalencia mundial promedio de 12%. Sin embargo, la 

prevalencia de la infección puede llegar a alcanzar de un 50 a 80% en países poco 

desarrollados y en zonas tropicales. Del total de infectados con síntomas clínicos 

aproximadamente del 80 al 98% presenta síntomas relacionados con alteraciones 

de la mucosa intestinal (disentería) (Saavedra & Olivos García, 2017). 

En México la amebiasis se encuentra entre las veinte principales causas de 

enfermedad, se reportaron más de 300,000 casos en 2013 y la infección ocupa el 

décimo lugar dentro de las patologías con mayor prevalencia en el país (Saavedra 

& Olivos García, 2017). La incidencia de amebiasis intestinal del año 1995 al 2006 

se encontraba entre 1000 y 5000 casos por cada 100,000 habitantes por año, siendo 

los individuos menores de 15 años los más frecuentemente afectados, 

principalmente los niños menores de 5 años (Ximénez et al., 2007). Así mismo, se 

reportó que en el año 2003 ocupaba el quinto lugar dentro de las principales  causas 

de morbilidad con una incidencia nacional de 972 por cada 100,000 habitantes, 

mientras que en el año 2011 ya ocupaba el sexto lugar dentro de esta categoría, 

donde alcanzó una incidencia de 384 casos por cada 100,000 habitantes (Figura 2) 

(SUIVE, 2011). 
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Figura 2. Casos y tasa de incidencia de amebiasis intestinal en el periodo 2000-2011 en 

México. *tasa de incidencia por 100,000 habitantes; **tasa de incidencia por 100 habitantes 

(Tomado de SUIVE, 2011). 

1.3 Mecanismos de patogenicidad  de E. histolytica 

Solamente una minoría de las infecciones por E. histolytica progresan al desarrollo 

de síntomas clínicos (uno por cada cuatro pacientes es asintomático), la explicación 

precisa de este evento permanece desconocida. Esto se puede deber en parte a las 

diferencias en el potencial de patogenicidad de las cepas infecciosas, al genotipo 

del parásito y a la variabilidad en la respuesta del sistema inmune del huésped 

contra la invasión amebiana (Mortimer & Chadee, 2010). La colonización 

asintomática se caracteriza por la sobrevivencia del parásito en perfecta armonía 

con el huésped. Se ha demostrado que una deficiencia en IL-10 del huésped lo 

predispone a no desarrollar síntomas clínicos de amebiasis (Samie et al., 2012).  

En la amebiasis intestinal, el parásito invade la mucosa del colon en un periodo de 

una a cuatro semanas, produciendo úlceras características de la infección y cuadros 

agudos de diarrea sanguinolenta (disentería amebiana), la invasión amebiana a 

través de la mucosa y en la submucosa es una marca de la colitis amebiana 

(Stanley, 2003). El contacto de los trofozoítos vía la lectina de unión a galactosa y 

N-acetil-D-galactosamina (Gal/GalNAc) activa cascadas de señalización que inician 

la muerte de las células del huésped a través de diferentes mecanismos, como la 
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fagocitosis, la citotoxicidad y activación de caspasas, iniciando la etapa invasiva de 

la enfermedad (intestinal o extraintestinal) (Samie et al., 2012).  

Otras moléculas involucradas en el proceso de la enfermedad son: la proteína rica 

en serina (SREHP), la cual promueve la adhesión de los trofozoítos a las células del 

huésped (Stanley et al., 1995), los amebaporos, que junto con la lectina Gal/GalNAc 

interviene en la adhesión del trofozoíto a las células del huésped (Zhai & Saier, 

2000) y las cisteín-proteasas, que están involucradas en la destrucción de las 

células del huésped, fagocitosis, reclutamiento de neutrófilos y macrófagos, la 

inactivación de la vía clásica del complemento, así como la inducción de la 

inflamación intestinal (Bruchhaus et al., 2003; Moncada et al., 2003; Lidell et al., 

2006; Furukawa et al., 2013). La activación de la respuesta inflamatoria y no 

inflamatoria después del contacto de los trofozoítos con el intestino induce una 

infiltración masiva de neutrófilos a través del epitelio, resultando en el debilitamiento 

de las células epiteliales y de la mucosa permitiendo a los trofozoítos invadir el 

epitelio intestinal y diseminarse a otros órganos a través del torrente sanguíneo 

(Samie et al., 2012).  

Cerca del 5% de individuos con amebiasis intestinal, en uno o tres meses después 

de la desaparición de la disentería, desarrollan amebiasis extra-intestinal (Stanley, 

2003). Una vez en la sangre, el parásito usa diferentes estrategias para evitar la 

eliminación por parte del huésped y alcanzar otros órganos, como el hígado, 

pulmones, cerebro, etc. El sitio extra-intestinal más comúnmente afectado por el 

parásito es el hígado, generando el absceso hepático amebiano. Los trofozoítos 

alcanzan el hígado creando un único absceso y mediante la lisis de neutrófilos en 

el sitio de daño se liberan mediadores que producen la muerte de las células del 

hígado, extendiendo el daño a otros hepatocitos que no se encuentran en contacto 

directo con el parásito (Samie et al., 2012).  

1.4 Genoma del parásito E. histolytica 

El genoma de E. histolytica se ha secuenciado completamente (Loftus et al., 2005); 

sin embargo, un análisis posterior reveló nuevas características del genoma de este 
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parásito (Lorenzi et al., 2010). El genoma de E. histolytica tiene un tamaño de 

aproximadamente 20.84 Mpb y con 8163 genes codificantes de proteínas anotados, 

los cuales presentan un tamaño promedio de 1.17 kpb, hasta el momento a sólo la 

mitad de esos genes se les ha asignado una función; además la composición de 

nucleótidos GC en el genoma es de solamente 24% (Shabardina et al., 2018). El 

25% de los genes contienen intrones y sólo el 6% de estos presentan intrones 

múltiples, las secuencias intrónicas son relativamente cortas con un tamaño de 46-

115 pb y contienen los dinucleótidos conservados GU y AG en los sitios donadores 

y aceptores de splicing, respectivamente (Gómez et al., 2010). 

Los cromosomas de E. histolytica no se condensan, lo que ha dificultado la 

determinación de su número, aunque se han reportado al menos 15 grupos de 

ligamiento cuyo tamaño varía de 0.3 a 2.2 Mpb (Chávez-Munguía et al., 2006). 

También se han reportado diferencias en el tamaño de los cromosomas homólogos 

de diferentes cepas aisladas (Ximénez et al., 2007; Gómez et al, 2010), la variación 

en el tamaño de los cromosomas puede ser debido a la contracción y expansión de 

los repetidos subteloméricos, como se ha reportado en otros protistas (Loftus et al., 

2005). El genoma de E. histolytica consiste en cromosomas lineales y un número 

de moléculas de DNA circulares de diferentes tamaños (Bhattacharya et al., 2000). 

Las regiones intergénicas son de aproximadamente 400 pb a 2.3 kpb lo que sugiere 

un alta compactación de los genes (Gómez et al, 2010). 

Aproximadamente el 10% del genoma de E. histolytica consiste en genes de tRNA 

organizados en tándem que varían en longitud de 490 a 1775 pb y contienen de 1 

a 5 genes de tRNA (Clark et al., 2006). Los genes de rRNA están localizados 

exclusivamente en las moléculas de DNA circular extra-cromosomal con un tamaño 

aproximado de 26 kb  (Gómez et al, 2010), que contienen dos unidades de 

transcripción arregladas como invertidos repetidos con muchas familias de 

repetidos cortos en tándem río arriba y río abajo de las unidades de transcripción 

(Bhattacharya et al., 2000). El análisis del genoma revela una redundancia en los 

genes que codifican para los factores de virulencia tales como la lectina Gal/GalNAc, 
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las cisteína-proteasas y el amebaporo (Loftus et al., 2005). Las regiones no 

traducidas (UTR) 5´ y 3´ de genes estructurales usualmente son cortas, 

comprendiendo de 5 a 21 pb y de 14 a 44 pb, respectivamente (Bhattacharya et al., 

2000).  

1.4.1 Inicio de la transcripción en eucariotas 

En la mayoría de los organismos, el inicio de la transcripción es el punto de control 

más importante de la expresión de genes, y es regulada por dos clases de proteínas: 

(1) factores no específicos, como la RNA Polimerasa II (RNA Pol II), factores de 

transcripción generales, y enzimas involucradas en la modificación de histonas y 

metilación de DNA; y (2) factores específicos, comúnmente nombrados factores de 

transcripción. Los factores de transcripción eucariotas han desarrollado un arsenal 

de mecanismos moleculares para enfrentarse con el complejo ambiente bioquímico 

de la cromatina eucariota; esto es llevado a cabo a través de su unión a secuencias 

específicas del DNA y a sus dominios específicos que permiten el reclutamiento de 

reguladores no específicos que impactan en la transcripción a diferentes niveles, 

como el acceso al DNA o el reclutamiento de la maquinaria de la RNA Pol II (Suter, 

2020). 

El primer intermediario para la expresión de genes codificantes, es la formación del 

complejo de preiniciación (CPI), que contiene la RNA Pol II, los factores generales 

TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF, y TFIIH y un mediador de 20 subunidades; en el 

CPI, una red de interacciones del DNA con los factores generales ancla la RNA Pol 

II al promotor de doble cadena. (Boeger et al., 2005; Grünberg & Hahn, 2013). La 

proteína de unión a TATA (TBP) es parte del complejo TFIID; la cual se une a la 

caja TATA localizada río arriba del sitio de inicio de la transcripción (TSS), 

posteriormente TBP dobla el DNA y éste es estabilizado por TFIIA, TFIIB, y TFIIF, 

este último complejo permite que la RNA Pol II localice el TSS, además de 

estabilizar la interacción de la RNA Pol II y el mediador; TFIIE interacciona con TFIIF 

y estabiliza el CPI, por último TFIIH separa la doble hélice de DNA en el promotor y 
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permite que la RNA Pol II entre en el sitio de inicio de la transcripción, y finalmente 

pasa a un modo de alargamiento procesivo (Schier & Taatjes, 2020). 

Los factores de transcripción específicos de secuencia, dirigen todos los procesos 

biológicos y se unen a secuencias promotoras o potenciadoras y subsecuentemente 

reclutan al CPI a loci genómicos específicos. La unión de los factores de 

transcripción a promotores o potenciadores está correlacionado con la activación de 

la transcripción por la RNA Pol II. Sin embargo, los factores de transcripción no se 

unen directamente a la enzima RNA Pol II, éstos comunican sus señales de 

activación a la RNA Pol II a través del complejo mediador que interacciona con la 

RNA Pol II (Schier & Taatjes, 2020).  

1.4.2 Factores de transcripción en E. histolytica 

Actualmente, muy pocas proteínas del complejo CPI han sido identificadas y 

caracterizadas en E. histolytica. El genoma de este parásito contiene un gen que 

codifica para la subunidad mayor de la RNA Pol II denominado rpb1; esta enzima 

exhibe un nivel alto de resistencia a la α-amanitina y hasta ahora solamente 10 de 

las 12 subunidades de esta enzima han sido identificadas por lo que esto no ha 

permitido dilucidar completamente la función de la RNA Pol II  en este parásito (Das 

y Bellofatto, 2009; Pearson and Singh; 2010; López-Camarillo et al., 2014). E. 

histolytica es el único organismo unicelular que contiene dos proteínas funcionales 

de unión a la caja TATA (TBP) denominadas EhTBP y el factor relacionado a 

EhTBP-1 (EhTRF1) (Luna-Arias et al., 1999; De Dios-Bravo et al., 2005; Castañón-

Sánchez et al., 2010), además ambas proteínas también se unen a la caja GAAC 

del promotor y muestran expresión diferencial bajo distintas condiciones de estrés 

(Narayanasamy et al., 2018). 

El factor de TFIID es una pieza clave del inicio de la transcripción en eucariotas, 

está compuesto por la proteína TBP y por aproximadamente 14 subunidades 

denominados factores asociados a TBP (TAFs); el factor asociado a TBP-1 

(EhTAF1) fue identificado en E. histolytica y se demostró que se localiza en el núcleo 

y citoplasma, además se sobreexpresa en respuesta al estrés térmico (Avendaño-
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Borromeo et al., 2019). En los promotores de E. histolytica se han identificado tres 

elementos reguladores conservados (Figura 3) que incluyen una caja TATA no típica 

(5’-TATTTAAA-3’), el elemento iniciador Inr (5’-AAAAATTCAA-3’) que se traslapa 

con el sitio de inicio de la transcripción, así como el elemento GAAC (5’-GAACT-3’) 

único de la amiba, con una posición variable entre la caja TATA y la secuencia Inr y 

con la habilidad de determinar el sitio de inicio de la transcripción, 

independientemente de estos dos elementos (Purdy et al., 1996; Vanacova et al., 

2003; López-Camarillo et al., 2014).  

 

Figura 3. Esquema de la estructura consenso del promotor en E. histolytica. La flecha indica 

el sitio de inicio de transcripción; los números arriba de los motivos representan su posición. 

La flecha indica el sitio de inicio de la transcripción (Modificado de Vanacova et al., 2003). 

Pocos factores de transcripción específicos de secuencia han sido caracterizados 

en E. histolytica, como lo podemos ver en la Tabla 1, por lo que la regulación 

transcripcional de este parásito es en gran parte desconocida. Sin embargo, se ha 

demostrado que existen factores de transcripción que se activan y responden a 

diferentes condiciones de estrés, de esta manera estos factores de transcripción 

tienen un papel principal en la regulación del ciclo de vida y adaptación de los seres 

vivos (Pietrocola et al., 2013). Por ejemplo en E. histolytica, el factor EhURE3-BP 

es regulado por cambios en los niveles de calcio (Gilchrist et al., 2001). Sólo dos 

miembros de la familia de factores de transcripción EhMyb, han sido caracterizados, 

EhMyb10 y EhMyb-dr; EhMyb10 se sobreexpresa en trofozoítos aislados de un 

modelo murino de colitis amebiana y se une al elemento de reconocimiento de Myb 

(MRE) (Gilchrist et al., 2006; Meneses et al., 2010); mientras que EhMyb-dr controla 

la expresión de genes específicos del ciclo de vida (Ehrenkaufer et al., 2009). 
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La proteína de unión al motivo de respuesta a H2O2 (EhHRM-BP) es un factor de 

transcripción de respuesta al estrés en E. histolytica, activa la expresión de 

diferentes genes, principalmente aquellos involucrados en la protección al estrés 

nitrosativo y oxidativo, a través de la unión al motivo HRM (Pearson et al., 2013). 

Los factores similares a STAT1 y STAT3, se expresan y activan en trofozoítos de E. 

histolytica en respuesta al contacto con el colágeno tipo I y calcio; además mediante 

ensayos de retardamiento se ha sugerido que reconocen al elemento inducible sis 

(SIE)  (Cruz-Vera et al., 2003). La familia de factores de transcripción de choque 

térmico (HSFs), ha sido identificada en E. histolytica, y el factor EhHSTF7 es el 

motivo de estudio de este trabajo, por lo que son descritos con detalle más adelante. 

Tabla 1. Factores de transcripción caracterizados en E. histolytica 

Factor de 

transcripción 

  AmoebaDB 

ID 

DNA blanco / genes 

regulados 

PM 

(kDa) 
Referencia 

EhTBP1 EHI_020610 
caja TATA,  

caja GAAC 

26 

 

(Luna-Arias et al., 

1999; De Dios-Bravo et 

al., 2005; 

Narayanasamy et al., 

2018 ) 

EhTRF1 EHI_077240 
caja TATA,  

caja GAAC 
24 

(Castañón-Sánchez et 

al., 2010; 

Narayanasamy et al., 

2018) 

EhTAF1 EHI_093770 

secuencia Inr,  

elementos rio abajo del 

promotor  

25 
(Avendaño-Borromeo 

et al., 2019) 

EhURE3BP EHI_060740 

Ehhgl5 

TATTCTATT 

Ehfdx1 

 

25 

 
(Gilchrist et al., 2001) 
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EhURE1BP EHI_101240 
URE1  

TTTTTCAGATAACAT 
96 

(Calixto-Gálvez et al., 

2011;Cázares-Apátiga 

et al., 2017) 

EhEBP1 

 

 

 

EHI_121780 

URE4 

AAAAATGAATGGAAA

AATGAA 

Ehhgl5 

 

28 

(Schaenman et al., 

2001) 

 

EhEBP2 
EHI_182670 

EHI_056380 

URE4 

AAAAATGAATGGAAA

AATGAA 

Ehhgl5 

 

18 
(Schaenman et al. 

2001) 

EhC/EBP1 

 

EHI_054140 

 

 

TGTTTGGTAGTTGAA

TTGGAAAGAA 
25 (Marchat et al., 2003) 

EhC/EBP2 EHI_132370 TGGAAAGAA 65 (Marchat et al., 2003) 

EhAP-1 NI 
secuencia AP1  

TGAGTCAT 
- (Pérez et al., 1998) 

Ehp53 KM1_315480 

GGACATGCCCGGGC

ATGTCC 

Ehadh112  

53 (Mendoza et al., 2003) 

EhCudA EHI_127960 
AGAATTTTCT 

 
31.2 (Yamada et al., 2008) 

EhMyb10 EHI_129790 
MRE (TAACGG) 

Ehhsp70 
17.9 (Meneses et al., 2010) 
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EhMyb-dr EHI_038640 

 

CCCCCC 

 

17 
(Ehrenkaufer et al., 

2009) 

EhSTAT1 

 
NI 

SIE 

GTCGACATTTCCCGT

AAATCGTC 

- 
(Cruz-Vera et al., 

2003) 

EhSTAT3 NI 

SIE 

GTCGACATTTCCCGT

AAATCGTC 

- 
(Cruz-Vera et al., 

2003) 

EhPC4 EHI_192520 
Ehadh112, 

Ehabp16. 
16.6 

(Hernández de la Cruz 

et al., 2014; Hernández 

de la Cruz et al., 2016) 

EhHRM-BP EHI_108720 
motivo HRM  

AAACCTCAATGAAGA 
50 (Pearson et al., 2013) 

EhHSTFs 

EHI_008230 

EHI_049510 

EHI_087630 

EHI_142120 

EHI_137000 

EHI_008660 

EHI_200020 

nnGAAnn,  

ATAGAAATTTTTCATA, 

EhPgp5 

- 

(Gómez-García et al., 

2007, Macías-

Argüelles et al., 2012) 

EhHMGB EHI_093800 
unión a DNA no 

secuencia-específica 
13.4 

(Abhyankar et al., 

2008) 

EhGATA  EHI7A_037890 
secuencia GATA 

Ehadh, Ehvps32 
19 kDa (Huerta et al., 2020) 

PM, peso molecular; kDa, kiloDaltones. NI, no identificado. 

1.5 Factores de transcripción de choque térmico (HSFs) 

La respuesta al choque térmico es un proceso altamente conservado de cambios 

en la expresión génica que da lugar a la inducción de genes citoprotectores 
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(Lindquist, 1986). En los eucariotas, la respuesta al choque térmico está regulada 

principalmente a nivel de transcripción por los factores de transcripción de choque 

térmico (HSFs) (Wu, 1995). Los HSFs son una familia de factores de transcripción 

que participan en la diferenciación, el desarrollo, la reproducción y la adaptación 

inducida por el estrés mediante la regulación de los genes del estrés (Akerfelt et al 

2010). Todos los HSFs se unen a secuencias de DNA, que se denominan elementos 

de choque térmico (HSE) y están compuestos por un conjunto de repeticiones 

invertidas del pentámero 5'-nGAAn-3', en esta secuencia el nucleótido G es 

altamente conservado (Sakurai & Enoki, 2010). Los HSE han sido identificados y 

estudiados en diferentes organismos (Tabla 2), lo que sugiere que son elementos 

relevantes y conservados en el control transcripcional de la respuesta al estrés 

(Macías-Argüelles et al., 2012).  

Tabla 2. HSE identificados en diferentes organismos  

Especie Secuencia HSE / Gen Referencia 

Arabidopsis thaliana aGAAcgTTCt / apx1 (Storozhenko et al., 1998) 

Nicotiana tabacum aGAAtaTTTcaGAAc / Ha 

hsp17.6 G1 

(Carranco et al., 1999) 

Triticum aestivum nGAAnnTTCnnGAAn / 

hsp26 

(Chauhan et al., 2012) 

Saccharomyces cerevisiae nTTCn-(11 bp)-nGAAn-(5 

bp)-nGAAn / MDJ1 

(Tachibana et al., 2002) 

Homo sapiens tgTTCtaGAAca / NAT1 (Butcher & Minchin, 2010)  

 

Anteriormente, se pensaba que los HSE estaban presentes en múltiples copias 

únicamente en las regiones río arriba de los genes de proteínas de choque térmico 

(hsp), pero actualmente se sabe que se pueden encontrar en la región reguladora 
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de una gran variedad de genes, como genes de resistencia a múltiples fármacos 

(mdr), algunas interleucinas y proteasas, entre otros (Akerfelt et al., 2010). La 

primera evidencia de un regulador transcripcional específico que pudiera unirse al 

elemento HSE e inducir la expresión de las HSP, fue reportado en células de D. 

melanogaster, el elemento regulador se nombró factor de transcripción de choque 

térmico (HSF) (Akerfelt et al., 2010). Los HSFs al igual que otros factores de 

transcripción están compuestos por diferentes dominios funcionales (Figura 4).  

 

 

Figura 4. Representación de los dominios de los HSFs. Dominio de unión al DNA, Dominio 

de oligomerización, Dominio regulador, y Dominio de transactivación C-terminal (Tomado 

de Macías-Argüelles et al., 2012). 

El dominio de unión al DNA (DBD), es el dominio más conservado en la evolución y 

pertenece a los dominios hélice-giro-hélice, este dominio forma una estructura 

compacta globular, excepto en un bucle flexible que está localizado entre las hojas-

β 3 y 4, que permite potenciar la unión de alta afinidad al elemento HSE por parte 

del trímero de HSF (Björk & Sistonen, 2010). El DBD también puede mediar las 

interacciones con otros factores de transcripción para modular la capacidad de 

transactivación de los HSFs, por lo cual este dominio está considerado como el 

dominio maestro para el reconocimiento del elemento HSE (Bulman et al., 2001).  

Otro dominio fundamental de los HSFs es un motivo coiled-coil formado por arreglos 

de siete repetidos hidrofóbicos (HR-A y HR-B) que es característica de los dominios 

de cierre de leucina, el cual conforma el dominio de oligomerización (DO) de los 

HSFs (Sorger & Nelson, 1989). El ensamble trimérico de estos factores es inusual 

para los dominios de cierre de leucina, ya que normalmente este dominio facilita la 

formación de homodímeros o heterodímeros. La supresión espontánea de la 
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trimerización de los HSFs es llevada a cabo por otro repetido hidrofóbico, el HR-C 

(Chen et al., 1993; Rabindran et al., 1993). En el extremo carboxilo terminal de los 

HSFs se encuentra el dominio de transactivación, el cual es compartido por todos 

los HSFs, excepto en el HSF de levadura, que tiene dos dominios de transactivación 

en ambos extremos (amino y carboxilo terminal) y el HSF4A de humano que carece 

de éste; el dominio de transactivación está compuesto por residuos hidrofóbicos y 

ácidos, que juntos aseguran una rápida y prolongada respuesta al estrés (Wu, 1995; 

Tanabe et al., 1999; Nieto-Sotelo et al., 1990).  

Por último, el dominio regulador, el cual se localiza entre los repetidos HR-A, HR-B 

y el dominio de transactivación, es esencial para la respuesta a los estímulos de 

estrés, debido a que diversos aminoácidos que son blanco de modificaciones post-

traduccionales (PTMs) residen en el dominio regulador, sin embargo la estructura y 

la función de este dominio aún se encuentra bajo investigación (Green et al., 1995; 

Newton et al., 1996). La conversión de la forma inactiva de los HSFs a una forma 

de unión de alta afinidad al DNA, conlleva un proceso de activación de varios pasos, 

lo cual es una característica común de todos los HSFs y se lleva a cabo en respuesta 

a algún estímulo interno o externo (Figura 5). 

 

Figura 5. Esquema de activación de los HSFs. Los HSFs se localizan en el citoplasma 

como monómeros inactivos, en respuesta a diversas condiciones de estrés se activan, 
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mediante un proceso de múltiples modificaciones; que involucra modificaciones post-

traduccionales, relocalización nuclear, trimerización y unión a los HSE, este proceso resulta 

en la transcripción de genes de estrés (Modificado de Kansanen et al., 2009). 

La activación de los HSFs es regulada por un complejo de chaperonas compuesto 

por las HSP40, HSP70, y HSP90, así como otras proteínas que participan en la 

represión de los HSFs en condiciones sin estrés (Morimoto, 1998). Se ha descrito 

que HSP90 inhibe la oligomerización y la unión al DNA de los HSFs al unirse en el 

extremo N-terminal de estos factores, mientras que HSP70 se ha propuesto que 

inhibe la capacidad de transactivación de los HSFs (Abravaya et al., 1992; Zou et 

al., 1998). El uso de inhibidores de HSP90 resulta en la activación del HSF1, por 

otro lado, la sobreexpresión de HSP70 induce la inactivación de HSF1 durante 

estrés térmico (Gómez-Pastor et al., 2018). Por lo que la interacción con las HSPs, 

es relevante para analizar el estado de activación de los HSFs en respuesta al 

estrés. 

Asimismo, los HSFs presentan diferentes PTMs, que permiten la activación de estos 

factores de transcripción, entre las cuales la más estudiada es la fosforilación, que 

ocurre de manera rápida en respuesta a ciertas condiciones de estrés, y se presenta 

principalmente en los residuos de serina (Ser) del dominio CTA (Cotto et al., 1996; 

Holmberg et al., 2001; Guettouche et al., 2005); la trimerización, por medio del DO 

que estabiliza la interacción HSF-HSE (Sarge et al., 1993); la relocalización de los 

HSFs del citoplasma al núcleo a través del complejo de poro nuclear, que reconoce 

la señal de localización nuclear presente en la mayoría de los HSFs, que se localiza 

en el extremo Carboxilo-terminal de los HSFs (Mittal et al., 2009). Una vez activados 

estos factores adquieren su capacidad de transactivación. La inactivación o 

atenuación de los HSFs es llevada a cabo por un mecanismo, que depende de los 

niveles de las proteínas HSPs (Akerfelt et al., 2010).  

Diversos estudios han demostrado que en contraste con los invertebrados que 

presentan un solo HSF (D. melanogaster, Caenorhabditis elegans, y Xenopus spp.) 

y las levaduras (Saccharomyces cerevisiae y Kluymeromyces lactis); los 
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vertebrados y las plantas presentan varios HSFs (Akerfelt et al., 2010). En otros 

organismos como las algas verdes unicelulares (Chlamydomonas reinhardtii) se han 

identificado dos genes hsf que codifican para los factores HSF1 y HSF2 (Scharf et 

al., 2012). La familia HSF del humano presenta seis miembros: HSF1, HSF2, HSF4, 

HSF5, HSFX y HSFY; estos factores poseen funciones específicas, así como 

funciones compartidas; estos factores exhiben patrones de expresión específicos 

de tejido y son susceptibles de diferentes PTMs, además de poder realizar 

diferentes interacciones proteína-proteína, lo que les permite participar en diversos 

mecanismos y condiciones (Akerfelt et al., 2010). Por otro lado, la familia de HSFs 

de las plantas superiores se ha clasificado en clase A y clase B, que al igual que los 

vertebrados son altamente conservados, y en la actualidad ascienden a más de 250 

HSFs en total (Scharf et al., 2012); no obstante, cada organismo de este reino puede 

contener un número variable de genes hsf como en A. thaliana con 21 genes (Nover 

et al., 2001), Oryza sativa con 25 genes (Guo et al., 2008), Daucus carota con 35 

genes (Huang et al., 2015), por mencionar algunas especies. 

1.5.1 Factores de transcripción de choque térmico (HSFs) en E. histolytica 

Al igual que otros organismos eucariotas este parásito presenta una respuesta ante 

diferentes tipos de estrés a los que se expone durante su ciclo de vida, tales como 

cambios de pH, contacto con diferentes tipos celulares, cambios de temperatura, 

exposición a jugos gástricos, diferentes fármacos anti-amebianos, entre otros 

(Gómez et al., 2007). Una vez que se completó la secuenciación del genoma de 

este parásito y después de varias revisiones, se encontraron siete genes los cuales 

pertenecen a la familia HSF (Tabla 3), estos genes codifican para los factores, 

EhHSTF1 a EhHSTF7 (Macías-Argüelles et al., 2012). Los EhHSTFs presentan una 

identidad y similitud con el HSF1 de humano desde un 19% a 22.5% y de un 10.66% 

a 15.16%, respectivamente. Entre los EhHSTFs, la mayor identidad y similitud la 

presentan EhHSTF1 y EhHSTF7 con un 70.75% y 75.75%, respectivamente 

(Macías-Argüelles et al., 2012). 
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Tabla 3. Familia de HSFs de E. histolytica 

Gen AmoebaDB ID pares de 
bases 

número de 
aminoácidos 

Peso 
molecular 

(kDa) 

señal de 
localización 

nuclear 

Ehhstf1 EHI_008230 513 170 20.44 si 

Ehhstf2 EHI_049510 840 279 32.01 si 

Ehhstf3 EHI_087630 860 268 32.12 si 

Ehhstf4 EHI_142120 1020 339 39.38 si 

Ehhstf5 EHI_137000 1318 329 37.38 si 

Ehhstf6 EHI_008660 1058 269 31.04 si 

Ehhstf7 EHI_200020 662 197 23.35 no 

kDa, kiloDaltones.  

1.6 Fenotipo de resistencia a múltiples fármacos 

El fenotipo de resistencia a múltiples fármacos (MDR, por sus siglas en inglés 

multidrug resistance phenotype), es actualmente el mecanismo de resistencia 

predominante en diferentes organismos y tipos celulares; este se caracteriza por la 

resistencia a un fármaco al que habitualmente un organismo era susceptible y al 

desarrollo de la resistencia cruzada a diferentes fármacos (Bansal et al., 2006). Esta 

resistencia se debe a un aumento en el flujo del fármaco al exterior de las células a 

través de la P-glicoproteína de 170 kDa (Figura 6), la cual es dependiente de 

energía y puede ser inhibida por bloqueadores de canales de calcio (Fojo et al., 

1985). La Pgp presenta dos mitades homólogas (dominios transmembrana) que 

contienen seis α hélices transmembrana y dos sitios citoplásmicos de unión al ATP, 

que activan el eflujo del fármaco, la promiscuidad por el substrato es una marca de 

la actividad de esta proteína perteneciente a la familia de transportadores ABC 
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(ATP-binding cassette); el gen mdr codifica para la Pgp y presenta un control 

transcripcional muy preciso en los diferentes organismos en los que ha sido 

identificado (Bansal et al., 2006). 

 

Figura 6. Modelo del transporte de moléculas por la Pgp. La unión de moléculas de ATP 

(amarillo) estimulada por la unión de moléculas (violeta) a la cavidad catalítica de la Pgp, 

causa la dimerización de los dominios de unión a nucleótido, lo cual produce cambios 

estructurales que resultan en una conformación “mirando hacia afuera”. La hidrólisis del 

ATP libera la molécula al exterior y rompe la dimerización de los dominios de unión a 

nucleótido, reiniciando el sistema en una conformación “mirando hacia dentro” (Tomado de 

Bansal et al., 2006). 

1.6.1 Resistencia a fármacos y fenotipo MDR en E. histolytica  

El tratamiento de individuos asintomáticos infectados con E. histolytica, podría 

resultar en un serio problema de resistencia a fármacos anti-amebianos; aunque 

actualmente este no es un problema por el cual preocuparse, se han presentado 

reportes de tratamientos fallidos con metronidazol y diferencias en la susceptibilidad 

a ciertos fármacos, lo cual sugiere que este podría ser el principio del desarrollo de 

una resistencia clínica a fármacos anti-amebianos (Orozco et al., 2002). Los 

fármacos anti-amebianos se clasifican en tres grupos principales: luminales, 

tisulares y mixtos. El metronidazol es el principal fármaco de elección y otros 
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compuestos derivados del nitroimidazol como el tinidazol, secnidazol y el ornidazol, 

son igual de efectivos (Knight, 1980). El furoato de diloxanida, la di-

yodohydroxiquinoleína, la paromicina, la emetina y la cloroquina, son usadas 

también como fármacos alternativos. El furoato de diloxanida se ocupa para tratar 

portadores de quistes asintomáticos, mientras que la cloroquina es usada en 

combinación con el metronidazol o la emetina en casos de amebiasis hepática, sin 

embargo, la emetina es raramente usada por sí sola debido a su alta toxicidad 

(Bansal et al., 2006).  

El metronidazol, tinidazol y otros nitroimidazoles, inhiben la síntesis de DNA a través 

de la oxidación, pero no son efectivos en el tratamiento contra quistes de E. 

histolytica (Penuliar et al., 2015). La cloroquina actúa sobre la forma vegetativa del 

parásito, matándolo mediante la inhibición de la síntesis de DNA, la emetina mata 

al trofozoíto principalmente inhibiendo la síntesis de proteínas (Bansal et al., 2004). 

La resistencia a fármacos anti-amebianos en aislados clínicos no ha sido 

profundamente estudiada debido a que las poblaciones de este parásito 

generalmente son heterogéneas. Hasta el momento, los mecanismos de resistencia 

a fármacos identificados en parásitos protozoarios son: la disminución de la entrada 

del fármaco por la pérdida de los transportadores necesarios para la entrada al 

parásito, el eflujo de los fármacos del parásito, ya sea por P-glicoproteínas o por 

ATPasas, la alteración de la estructura del fármaco y la pérdida de la activación del 

fármaco (Bansal et al., 2006). 

La resistencia a metronidazol en cepas de E. histolytica inducida en el laboratorio 

ha sido reportada y cepas resistentes a metronidazol han sido mantenidas 

indefinidamente en cultivo in vitro (Wassman et al., 1999). La resistencia al 

metronidazol en E. histolytica así como en otros protozoarios como Giardia lamblia 

y Trichomonas vaginalis, es mediada por la inactivación enzimática de este fármaco 

(Pal et al., 2009). Los modelos disponibles para estudiar los mecanismos de 

resistencia a fármacos en E. histolytica, incluyen cepas resistentes a metronidazol 

inducidas in vitro (Samarawickrema et al., 1997) y clonas resistentes a emetina 
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derivadas de la cepa virulenta HM1:IMSS, seleccionadas después de la 

mutagénesis con el agente alquilante etil-metano-sulfonato (Orozco et al., 1985).  

El fenotipo MDR en E. histolytica se caracteriza por la resistencia cruzada a 

fármacos no relacionados, un incremento en el eflujo y la disminución de la 

acumulación de fármacos, la reversión de la resistencia por bloqueadores de 

canales de calcio como el verapamil y la sobre-expresión de la  proteína Pgp, como 

ha sido reportado en células tumorales de mamífero (Pastan & Gottesman, 1987; 

Orozco et al., 2002). La sobre-expresión en la membrana de la proteína Pgp también 

produce el fenotipo MDR en otros parásitos protozoos como Plasmodium sp., 

Trichomonas vaginanalis, Giardia lamblia, y Leishmania sp. (Cowman & Karcz, 

1993; Dunne et al., 2003; Boreham et al., 1988; Ouellette & Borst, 1991). En el 

genoma de Plasmodium falciparum, se han identificado dos genes que codifican 

para proteínas de la familia de transportadores ABC; Pfmrp1, el cual se ha asociado 

a la disminución en la susceptibilidad a diferentes fármacos contra la malaria en este 

parásito y el gen Pfmrp2, del cual aún no se conoce su función en la resistencia a 

fármacos contra la malaria (Veiga et al., 2014). 

La familia de proteínas MDR en Leishmania está conformada por dos miembros, 

MDR1 y MDR2. La sobreexpresión de las proteínas MDR1 y MDR2, confiere 

resistencia a fármacos como la vinblastina y otros compuestos no relacionados 

estructuralmente como la puromicina, adriamicina, doxorubicina, daunomicina y 

pentamidina (Légaré et al., 1994). Este parásito también contiene proteínas Pgp, 

PgpA y PgpE, las cuales están asociadas con la resistencia a arseniato y antimonio, 

mientras que la proteína PRP1 está involucrada en la resistencia a compuestos de 

arsénico y antimonio (Pradines, 2013). En el parásito amitocondriado Trichomonas 

vaginalis, se ha demostrado la presencia de Pgps (Dunne et al., 2003), sin embargo 

su papel en la resistencia de este parásito aún no ha sido investigado. Dos copias 

del gen Tvpgp1 están presentes en el genoma de este parásito y se ha reportado 

un aumento en la expresión del RNA mensajero (mRNA) de los genes Pgps en 

cepas resistentes a diversos fármacos (Dunne et al., 2003). Sin embargo, hasta el 
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momento el fenotipo MDR en estos parásitos no se ha analizado a nivel 

transcripcional. 

La presencia en E. histolytica de un fenotipo MDR típico, mediado por la sobre-

expresión de la Pgp, fue confirmada por la clonación de cuatro genes mdr  (EhPgp1, 

EhPgp2, EhPgp5 y EhPgp6), esta familia de genes mdr es la más grande 

encontrada en un organismo. Los productos de los genes EhPgp presentan una 

identidad de 38 a 41% con las Pgps de mamíferos, mientras que la identidad con 

las Pgps de otros protozoarios es mucho menor (Descoteaux et al., 1992; 

Descoteaux et al., 1995). Análisis in silico demostraron que la secuencia 

aminoacídica de las EhPgps se superpone casi en su totalidad con la Pgp de 

humano , sugiriendo que las EhPgps también están conformadas por dos mitades 

idénticas, cada una con seis dominios transmembranales, seguidos de la peculiar 

firma altamente conservada de la familia de transportadores ABC, que son los sitios 

de unión de ATP (Orozco et al., 2002). 

En cepas mutantes resistentes a emetina,  los genes EhPgp1 y EhPgp6 se 

encuentran constitutivamente expresados, mientras que el gen EhPgp5 se induce 

en presencia de emetina y por último el gen EhPgp2 hasta el momento no se ha 

detectado su transcrito (Descoteaux et al., 1995; Orozco et al., 1995). La 

caracterización molecular de los genes EhPgp y sus productos en trofozoítos 

sensibles y resistentes a la emetina, sugiere que la expresión del fenotipo MDR 

podría estar regulado por: (1) la presencia de ciertos factores y secuencias que 

promueven la expresión diferencial de los genes EhPgps, (2) eventos post-

transcripcionales involucrados en la estabilización del mRNA del EhPgp, (3) la 

amplificación de los genes EhPgp, y (4) la fisiología en particular que cada uno de 

los genes EhPgps pudiera presentar en diferentes condiciones ambientales (Orozco 

et al., 2002). 

1.6.2 Importancia de los HSFs en el fenotipo MDR 

Hasta el momento no se ha descrito el mecanismo de regulación del fenotipo MDR 

en parásitos. Sin embargo, el control transcripcional de este fenotipo en células de 
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mamíferos ha sido ampliamente estudiado. Los HSFs identificados en mamíferos 

han demostrado tener funciones diferentes, cooperativas o en ciertos casos son 

traslapadas (Akerfelt et al., 2007). Los factores HSF1 y HSF2 están estrechamente 

relacionados con la respuesta al estrés térmico, siendo el principal regulador el 

factor HSF1 (Akerfelt et al., 2010). Sin embargo, como se mencionó anteriormente 

los HSFs también regulan la respuesta a diferentes condiciones de estrés, tales 

como la presencia de fármacos; diferentes trabajos han demostrado la relación que 

existe entre la sobre-expresión de los HSFs en células cancerosas y la resistencia 

a diversos tratamientos farmacológicos (Kim et al., 1998; Tchénio et al., 2006; 

Yallowitz et al., 2018).  

La caracterización funcional del promotor del gen mdr1 de humano, permitió 

identificar un HSE en la posición -178 a -152 pb y se demostró que éste elemento 

es capaz de controlar la expresión de la proteína Pgp en células cancerosas, 

confiriéndoles el fenotipo MDR (Miyazaky, 1992). En células de melanoma, la sobre-

expresión de HSF1 facilita la sobrevivencia de esta línea celular en el tratamiento 

con doxorubicina o paclitaxel, además se demostró que la quimioresistencia 

mediada por el HSF1 no es dependiente de la acumulación de HSPs, pero si está 

relacionada con el aumento en el potencial del eflujo de los fármacos por parte de 

transportadores ABC (Vydra et al., 2013). La sobreexpresión del factor HSF1 en 

células cancerosas de pulmón, se encuentra significativamente relacionada con 

niveles altos de angiogénesis en este tipo celular (Cui et al. 2015). Como podemos 

ver, en estudios recientes de células cancerosas, en las cuales el fenotipo MDR está 

mediado por una sobre-expresión de la P-glicoproteína, se ha demostrado que este 

mecanismo está regulado a nivel transcripcional por los HSFs; por lo que un 

mecanismo similar pudiera estar sucediendo en la regulación del fenotipo MDR en 

el parásito E. histolytica. 
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2. Antecedentes 

El fenotipo MDR en diferentes parásitos está mediado por proteínas de la familia de 

transportadores ABC (MDR y Pgp). En Schistosoma mansoni, la inhibición de la 

expresión de las proteínas MDR muestran un incremento en la susceptibilidad al 

Prazicuantel y un aumento en la retención de éste al interior del parásito (Kasinathan 

et al., 2014). Interesantemente, S. mansoni es el único parásito en el que se ha 

identificado a los HSFs, y más recientemente en E. histolytica (Gómez et al., 2007). 

S. mansoni, presenta un gen que codifica para el SmHSF1, que responde al estrés 

térmico y está involucrado en la regulación de diferentes etapas del ciclo de vida del 

parásito (Levy-Holtzman & Schechter, 1994; 1996; Lantner et al., 1998; Ram et al., 

2004).  

En cuanto a E. histolytica, se sabe que posee la familia de genes mdr más grande 

reportada hasta el momento para un organismo, conformada por cuatro genes 

(EhPgp1, EhPgp2, EhPgp5 y EhPgp6) y dos pseudogenes (EhPgp3 y EhPgp4), que 

codifican para la P-glicoproteína. Los genes EhPgp1 y EhPgp6 se expresan de 

manera constitutiva en cepas resistentes, mientras que para el gen EhPgp2 hasta 

el momento no se ha identificado su transcrito, el gen EhPgp5 se expresa de manera 

inducible en presencia de emetina (Descoteaux et al., 1995). El análisis 

transcripcional del promotor del gen EhPgp5 demostró que la actividad mínima del 

promotor era mantenida por una región de 235 pb localizada río arriba del sitio de 

inicio de la transcripción, además se demostró que esta actividad era mayor en 

presencia de una concentración más alta de emetina, lo que sugería que en esta 

región se localizan elementos de respuesta a este fármaco anti-amebiano (Pérez et 

al., 1998).  

El análisis funcional más detallado del promotor del gen EhPgp5, permitió identificar 

a un elemento HSE, en la posición de -151 a -135 pb, el cual es indispensable para 

la expresión del gen en trofozoítos de la clona A cultivados en presencia de 8 µM 

de emetina. Además también se demostró que este elemento es reconocido por 

proteínas nucleares de trofozoítos expuestos a emetina (Nieto et al., 2005; Nieto et 
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al., 2017). Posteriormente, se realizó el análisis in silico del genoma de E. histolytica, 

y se identificó que la amiba posee una familia de siete genes hsf, la cual es la familia 

más grande de HSFs encontrada en un organismo hasta el momento, exceptuando 

a las plantas (Macías-Argüelles, 2005). 

Posteriormente, se realizó el análisis de expresión del mRNA de los HSFs de 

trofozoítos de E. histolytica cultivados en presencia de 8 µM de emetina. Los siete 

HSFs se sobre-expresaron en respuesta al estrés térmico con diferentes niveles de 

expresión. Particularmente, el gen Ehhstf7, presentó la  mayor expresión en 

presencia de 8 µM de emetina (122 veces), comparado con trofozoítos que se 

cultivaron sin emetina (Figura 7A) (Macías-Argüelles, 2005), sugiriendo que este 

factor está involucrado en la regulación de la respuesta a emetina. De manera 

interesante, al realizar el mismo análisis y cuantificar la expresión del mRNA del gen 

EhPgp5 de trofozoítos de E. histolytica en las mismas condiciones, se encontró un 

patrón de expresión similar al mostrado por el gen Ehhstf7 (Figura 7B), en el cual 

se observa un aumento de 94 veces más en presencia de 8 μM de emetina 

comparado con los trofozoítos que se cultivaron sin emetina (Macías-Argüelles, 

2005).  

Los resultados anteriores, sugieren que en el parásito E. histolytica el factor 

EhHSTF7 podría estar regulando a nivel transcripcional la expresión del gen 

EhPgp5 involucrado en el fenotipo de resistencia a múltiples fármacos en presencia 

de emetina. Recientemente, se demostró que el factor EhHSTF7, aumenta su 

expresión, presenta un estado oligomerizado, se relocaliza al núcleo y se fosforila 

en trofozoítos de E. histolytica en repuesta a 8 μM de emetina, lo cual sugiere la 

activación del factor EhHSTF7 bajo esta condición de estrés, lo anterior apoya 

fuertemente la idea de que el factor EhHSTF7 podría estar regulando a nivel 

transcripcional el fenotipo MDR en trofozoítos de E. histolytica cultivados con 

emetina (Bello, 2016). 

Mediante el uso de siRNAs, se silenció el factor Ehhstf7 en trofozoítos cultivados 

con 8 μM de emetina, el cual provocó una disminución en la expresión del mRNA 



39 

 

del factor Ehhstf7 de 9 y 27 veces a las 16 y 24 h de cultivo, respectivamente 

comparado con trofozoítos no silenciados (Rojas, 2017). Al analizar la expresión del 

gen EhPgp5 en trofozoítos bajo las mismas condiciones de cultivo, se observó una 

disminución de 40 veces la expresión del mRNA de este gen comparado con los 

trofozoítos que no tenían silenciado el factor Ehhstf7 (Rojas, 2017). Estos datos 

sugieren que el factor EhHSTF7, podría estar involucrado en la regulación del gen 

EhPgp5 en trofozoítos cultivados con emetina. 

 

Figura 7. Sobreexpresión del gen Ehhstf7 en trofozoítos cultivados con emetina. (A) 

Expresión relativa del mRNA de los Ehhstfs de trofozoítos cultivados con 8 µM de emetina. 

***p<0.001. (B) Expresión relativa del mRNA de EhPgp5 y Ehhhstf7 en trofozoítos control 

(sin emetina) y con 8 µM de emetina. ****p<0.0001. (Tomado de Macías-Argüelles, 2005). 
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3. Justificación 

La infección por el parásito E. histolytica, es un problema de salud pública 

principalmente en países en vías de desarrollo, en dónde los servicios de higiene y 

salud son ineficientes. La amebiasis es controlada principalmente con el tratamiento 

de derivados del metronidazol y emetina. Décadas atrás la resistencia a fármacos 

en la amebiasis no era común, sin embargo, en la actualidad se han producido 

cepas resistentes en el laboratorio, además del reporte de casos aislados de 

tratamientos fallidos con los fármacos de elección. El fenotipo MDR es el 

mecanismo de resistencia predominante en la naturaleza, en E. histolytica se ha 

caracterizado la sobre-expresión de la P-glicoproteína por parte de los genes 

EhPgps, en respuesta a la emetina. 

La caracterización funcional del promotor del gen EhPgp5, permitió identificar el 

posible mecanismo de regulación del fenotipo MDR en respuesta a emetina, ya que 

el HSE identificado en la región promotora es necesario para la activación 

transcripcional del gen EhPgp5 en trofozoítos cultivado con emetina. Hasta el 

momento, se sabe que el factor de transcripción EhHSTF7 se sobre-expresa en 

trofozoítos cultivados con emetina, además de hiperfosforilarse y relocalizarse al 

núcleo bajo estas condiciones, lo que indica que el factor EhHSTF7 se activa en 

respuesta a la emetina. Recientemente, se demostró que el factor EhHSTF7 puede 

estar involucrado en la activación transcripcional del gen EhPgp5 en trofozoítos 

cultivados con emetina. Estos antecedentes sugieren que el factor de transcripción 

EhHSTF7 podría estar involucrado y tener un papel importante en la regulación 

transcripcional del fenotipo MDR en el parásito E. histolytica. Conocer el papel del 

factor EhHSTF7 en la regulación transcripcional de E. histolytica en respuesta a la 

emetina es importante para comprender una parte de la biología de este parásito, 

así como conocer el mecanismo de regulación detrás del fenotipo MDR en E. 

histolytica. 
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4. Hipótesis 

El factor de transcripción EhHSTF7 se une y reconoce al elemento HSE del gen 

EhPgp5, además se encuentra en diferentes estados de oligomerización y no co-

co-localiza con la EhHSP70 en respuesta a la emetina. 

5. Objetivo General 

Analizar el papel regulador del factor EhHSTF7 en la activación transcripcional del 

gen EhPgp5 en el parásito Entamoeba histolytica. 

5.1 Objetivos específicos 

1. Caracterizar la interacción del factor EhHSTF7 con el elemento HSE del gen 

mdr EhPgp5 in silico. 

2. Analizar el estado de oligomerización de la proteína recombinante del factor 

EhHSTF7. 

3. Evaluar la interacción in vitro del factor EhHSTF7 con el elemento HSE del 

gen EhPgp5. 

4. Demostrar la participación del factor EhHSTF7 en la activación 

transcripcional del gen EhPgp5 en trofozoítos cultivados con emetina. 

5. Realizar el interactoma in silico de EhHSTF7 y confirmar su asociación con 

alguna de las proteínas identificadas 
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6. Estrategia Experimental 
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7. Material y Métodos 

7.1 Caracterización in silico de la interacción del factor EhHSTF7 con el elemento 

HSE del gen EhPgp5. 

7.1.1 Modelo 3D estructural del factor de transcripción EhHSTF7 

Para la obtención del modelo 3D del factor EhHSTF7, se utilizó la secuencia 

primaria de 197 aminoácidos (EHI_200020) obtenida de la base de datos 

AmoebaDB (https://amoebadb.org/amoeba/), la cual se introdujo en el programa I-

TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/), para obtener el 

modelo 3D de la proteína EhHSTF7 por modelamiento ab initio; se analizaron los 

primeros cinco modelos posibles de acuerdo a sus características estereoquímicas. 

Los cinco modelos se validaron mediante los programas Errat 

(https://servicesn.mbi.ucla.edu/ERRAT/), método que arroja el nivel de confianza en 

la estructura final basado en las interacciones atómicas características (Colovos y 

Yeates, 1993) y RAMPAGE (http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php), 

método de validación que determina el porcentaje de aminoácidos con una 

estructura permitida (Lovell et al., 2002), se eligió el modelo con la mejor validación 

y con el C-score más positivo. El modelo elegido se sometió a la minimización de 

energía de la proteína para corregir errores en la estructura con el campo de fuerza 

del servidor Yet Another Scientific Artificial Reality Application (YASARA) 

(http://yasara.org/servers.htm). El análisis de los dominios y motivos del modelo 2 

del factor EhHSTF7, se realizó con los servidores InterPro, para los dominios 

(https://www.ebi.ac.uk/interpro/) y Jpred 4, para los motivos 

(http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred4/).  

7.1.2 Dinámica molecular del factor EhHSTF7 

Con el objetivo de obtener la principal estructura del factor EhHSTF7, se realizó la 

simulación de la dinámica molecular (MDS) del factor EhHSTF7 con el programa 

GROMACS versión 4.6.5 (http://www.gromacs.org/). Para la simulación, se solvató 

el modelo 3D con 9296 moléculas de agua, se construyó una caja rectangular para 

contener la proteína con un volumen de 316.72 nm3, la dinámica molecular fue 

https://amoebadb.org/amoeba/
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
https://servicesn.mbi.ucla.edu/ERRAT/
http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php
http://yasara.org/servers.htm
https://www.ebi.ac.uk/interpro/
http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred4/
http://www.gromacs.org/
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simulada durante 100 ns a 310 K, empleando el campo de fuerzas OPLS-AA, el 

termostato Nosé-Hoover y el baróstato Parrinello-Rahman; las simulaciones fueron 

realizadas en condiciones NVT con condiciones periódicas de frontera; se empleó 

el algoritmo “salto de rana” (leap-frog) para llevar a cabo la integración de las 

ecuaciones de Newton, el integrador seleccionado fue md y todos los enlaces fueron 

limitados con LINCS; la minimización de energía del modelo se realizó con el 

minimizador steepest descent, incluido en el programa GROMACS (Berendsen et 

al., 1995). Al finalizar la simulación, se realizó el cluster de la conformación 3D con 

un cut-off de 0.17 nm, para obtener la estructura en equilibrio del factor EhHSTF7 

bajo esas condiciones. Por último, se calcularon diferentes parámetros de la 

simulación, usando herramientas del programa GROMACS. Estos parámetros 

incluyen; desviación cuadrática de la raíz media (RMSD), fluctuación cuadrática de 

la raíz media (RMSF), Radio de giro (RG), Área de exposición al solvente (SASA) y 

Número de puentes de hidrógeno (HB). 

7.1.3 Acoplamiento molecular del factor EhHSTF7 y el elemento HSE del gen 

EhPgp5 

Con el cluster del factor EhHSTF7 obtenido por simulación, se realizó el 

acoplamiento molecular usando la conformación de 95 ns y como ligando el 

elemento HSE del gen EhPgp5. Mediante el servidor 3D-DART 

(http://haddock.chem.uu.nl/dna/dna.php), se construyó un archivo del banco de 

datos de proteínas (PDB) del elemento HSE, usando la secuencia 5’-

ataGAAatttTTCata-3’ como molde y con los parámetros por default del programa. 

El acoplamiento molecular proteína-DNA, se llevó a cabo con el servidor PatchDock 

(https://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/), los parámetros usados para este ensayo 

fueron; un valor de RMSD de interacción de 1.5 Armstrong (Ᾰ) y tipo de complejo 

proteína-ligando pequeño. El complejo con el score más alto y con la energía libre 

de Gibbs más negativa fue seleccionado (Schneidman-Duhovny et al., 2005), y se 

analizaron las interacciones por puentes de hidrógeno, entre el factor EhHSTF7 y el 

elemento HSE. La visualización de la estructura 3D del factor EhHSTF7 y la 

http://haddock.chem.uu.nl/dna/dna.php
https://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/
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interacción con el elemento HSE, fueron obtenidas con el programa UCSF Chimera 

versión 1.13.1 (http://plato.cgl.ucsf.edu/chimera/).  

7.2 Análisis de la proteína recombinante del factor EhHSTF7 y su oligomerización 

7.2.1 Amplificación del gen Ehhstf7 

Se cultivaron 3x105 trofozoítos de E. histolytica de la cepa HM1:IMSS clona A, en 

medio TYI-S-33 durante 72 h, transcurrido este tiempo el cultivo se colocó en hielo 

por 20 minutos para despegar la monocapa. Posteriormente, se extrajo el DNA 

genómico (gDNA) por el método de fenol /cloroformo /alcohol isoamílico. Se 

cosecharon y centrifugaron los trofozoítos 1100 g durante 10 min, la pastilla celular 

se colocó a -80 °C durante 10 min; transcurrido este tiempo se agregó a la pastilla 

5 ml de la solución de extracción, (EDTA 25 mM pH 8.0, 200 mM NaCl, SDS 0.5%, 

Tris-HCl 1 mM pH 8.5) más Proteinasa K 4 µg/ml. Se mezcló la solución con la 

pastilla celular y se incubó por 1 h a 65 °C. Se centrifugó a 16000 g durante 5 min y 

se recuperó el sobrenadante, se le añadió un volumen igual de una mezcla de fenol: 

cloroformo: alcohol isoamílico (25: 24: 1) (Invitrogen™). Se agitó, centrifugó a 16000 

g durante 12 min y recuperó la fase acuosa; se agregó RNasa libre de DNasa (2.43 

mg/ml) (Thermo Fisher ScientificTM) y se incubó por 1 h a 37 °C. Posteriormente, se 

agregó un volumen igual de cloroformo:fenol 1:1, se centrifugó a 16000 g durante 

12 min y recuperó la fase acuosa, se precipitó el DNA con etanol absoluto (1:2) por 

48 h a -20 °C. Se centrifugó a 16000 g durante 12 min y se lavó el DNA con etanol 

al 70%, se secó la pastilla por 20 min a temperatura ambiente, se resuspendió con 

40 µl de agua libre de nucleasas y se cuantificó el DNA en un espectrómetro de 

microplacas EPOCH (BioTek®).  

La extracción del RNA de trofozoítos de E. histolytica, se realizó con el reactivo 

TRIzol™ (Invitrogen) (Chomczynski, 1993), siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Se colectaron 3x105 trofozoítos como se mencionó anteriormente y se 

centrifugaron a 1100 g durante 5 min, se desechó el medio de cultivo y se 

resuspendió la pastilla celular con 800 µl de TRIzol™, se mezcló hasta homogenizar 

la solución con los trofozoítos. Se colocó la solución en microtubos de 1.5 ml y se 

http://plato.cgl.ucsf.edu/chimera/
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incubó por 5 min a temperatura ambiente, se añadieron 200 μl de Cloroformo se 

mezcló y nuevamente se incubó por 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, 

se centrifugó a 16000 g durante 10 min y se transfirió la fase acuosa a un microtubo 

de 1.5 ml. Se añadió isopropanol en una proporción 1:1 a la fase acuosa, se incubó 

por 20 min a temperatura ambiente. Se centrifugó a 16000 g durante 10 min y se 

desechó el sobrenadante, se resuspendió con 800 μl de etanol al 75% y se mezcló 

completamente. Se centrifugó a 16000 g durante 10 min y se desechó el 

sobrenadante; se dejó secar la pastilla por 20 min a temperatura ambiente. 

Transcurrido el tiempo, se disolvió la pastilla en 40 μl de agua tratada con 

dietilpirocarbonato (DEPC), el RNA se cuantificó y se guardó a -20 °C, hasta su uso. 

Finalmente, se comprobó la integridad del RNA mediante su corrimiento 

electroforético, en geles de agarosa al 1%.  

La síntesis del DNA complementario (cDNA), se realizó con el kit SuperScriptTM II 

Reverse Transcriptase (Invitrogen), las condiciones se muestran en la Tabla 4, la 

correcta síntesis del cDNA se corroboró mediante la amplificación del gen de actina 

mediante la reacción en cadena de la polimerasa (por sus siglas en inglés 

polymerase chain reaction, PCR) de punto final. Se diseñaron los oligonucleótidos 

en sentido y antisentido para amplificar el gen completo Ehhstf7 (Tabla 5), los cuales 

contienen los sitios de corte para las enzimas BamHI y XhoI, respectivamente. La 

amplificación del gen Ehhstf7 se llevó a cabo por PCR de punto final, usando los 

oligonucleótidos diseñados y usando como molde tanto el gDNA, como el cDNA. 

Como control positivo de la reacción de PCR y control de integridad del RNA, se 

realizó la amplificación del gen de actina (Tabla 5). Las condiciones de PCR 

utilizadas para la amplificación se muestran en la Tabla 6. El corrimiento 

electroforético de los amplicones se observó en un gel de agarosa al 2% 

(UltraPureTM, Invitrogen)  y amortiguador TBE 1X (Tris 89 mM, ácido bórico 89 mM, 

EDTA 20 mM). 
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Tabla 4. Condiciones para la síntesis del DNA complementario 

Reactivos  Concentración  Condiciones  

Oligo-dT 500 µg/mL  

dNTP mix 10 mM 

3 µg RNA 

Agua libre de nucleasas 

1 µL 

1 µL 

- 

cbp 12 µL 

65 °C/ 5 min 

4 °C/ 1 min 

 

5X first-strand buffer 

0.1 M DTT 

RNaseOUT™ (40 U/µL) 

4 µL 

2 µL 

1 µL 

42 °C/ 2 min 

 

SuperScript™ II RT 1 µL 42 °C/ 50 min 

70 °C/ 15 min 

4 °C 

 

Tabla 5. Oligonucleótidos utilizados para la reacción de PCR 

Gen Secuencia oligonucleótidos Tamaño del amplicón 

Ehhstf7 

Sentido-BamHI 

5’-GATCGGATCCATGAATGTGATACGACAAAA-3’ 

Antisentido-XhoI 

5’-TCGACTCGAGTTAATTCCATGTTATACCAG-3’ 

682 pb  

Actina 

 

Sentido 

5’-TTCTCTTTCAGCAGTAGTGGT-3’ 

Antisentido 

5’-AGCTGTTCTTTCATTATATGC-3’ 

210 pb 
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Tabla 6. Condiciones de PCR 

Reactivos Concentración 

final 

Condiciones de PCR 

10X PCR amortiguador 

5X solución Q 

MgCl2 25 mM 

dNTP mix (10 mM) 

oligonucleótido sentido 10 µM 

oligonucleótido antisentido 10  

µM 

Taq DNA polimerasa Qiagen 

(Qiagen®) 

DNA molde 

1X 

 

1X 

3 mM 

200 µM 

 

1.5 µM 

 

1.5 µM 

2.5 U/reacción 

 

100 ng 

Ehhstf7 

Desnaturalización 

94 °C 5 min 

35 ciclos 

94 °C 30 s 

42 °C 45 s 

72 °C 1 min 

Extensión  

72 °C 7 min 

Actina 

Desnaturalización   

94 °C 5 min 

35 ciclos 

94 °C 30 s 

52 °C 1 min 

72 °C 1 min 

Extensión  

72 C 7 min 

 

7.2.2 Obtención, propagación y transformación del plásmido pET28a+Ehhstf7 

La síntesis del plásmido pET28a+Ehhstf7 (Figura 8), se realizó en la empresa 

GenScript, la correcta clonación del gen completo Ehhstf7 sin intrones en el 

plásmido pET28a+, se corroboró mediante PCR de punto final usando las 

condiciones anteriormente descritas, además de la doble restricción del plásmido 

pET28a+Ehhstf7 con las enzimas BamHI y XhoI, sitios en los cuales se encuentra 

clonado el gen Ehhstf7 (Tabla 7), la liberación del gen Ehhstf7 se observó mediante 

el corrimiento electroforético del resultado de la doble restricción enzimática en 

geles de agarosa al 0.8%.  

Posteriormente, se prepararon células químicamente competentes Escherichia coli 

TOP10 (Invitrogen) y C41 (Sigma-Aldrich), mediante la inoculación de un tubo con 

10 ml de medio SOC (Triptona 20 g, extracto de levadura 5 g, NaCl 0.5 g, MgCl2 2.5 
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mM, MgSO4 10 mM, y glucosa 20 mM)  el cual se incubó por 16 h a 37 °C y agitación 

constante (225 rpm).  

Tabla 7. Condiciones de la doble restricción enzimática del plásmido pET28a+Ehhstf7 

Reactivos  Concentración  Condiciones  

10X NEBuffer 3.1 

pET28a+Ehhstf7 

BamHI 

XhoI 

Agua libre de nucleasas 

5 µL (1X) 

1 µg 

1 µL (20 U) 

1 µL (20 U) 

cbp 20 µL 

37 °C/ 18 min 

 

Transcurrido este tiempo, se inoculó 1 ml de cultivo en un matraz con 100 ml de 

medio SOC y se incubó por 2.5 h a 37 °C, hasta alcanzar la densidad óptica (DO600) 

de 0.4. El cultivo se colocó en hielo por 20 min y se centrifugó por 5 min a 4 °C y 

1800 g. El medio se decantó, se resuspendieron las células en 10 ml de MgCl2 100 

mM y nuevamente se centrifugaron por 5 min a 1800 g, se decantó la solución y el 

paquete celular se resuspendió en 20 ml de CaCl2 100 mM y se incubó por 20 min 

en hielo. Posteriormente, se centrifugó por 10 min a 1800 g y se decantó la solución, 

y el paquete celular se resuspendió en 5 ml de una solución de CaCl2 85 mM y 

glicerol al 15%. Por último, se centrifugó por 10 min a 1800 g, se decantó y 

resuspendió el paquete celular en 1 ml de una solución de CaCl2 85 mM y glicerol 

al 15%; las células competentes guardaron en alícuotas de 50 µl y guardaron a -80 

°C, todo esto bajo condiciones de esterilidad. 
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Figura 8. Construcción pET28a+Ehhstf7. Las flechas muestran la dirección de la 

transcripción; se muestra el sitio de clonación del gen Ehhstf7, entre los sitios de restricción 

BamHI y XhoI. ORF, marco de lectura abierto. KanR, gen de resistencia a Kanamicina. 

Las células competentes TOP10 y C41 fueron transformadas con el plásmido 

pET28a+Ehhstf7 (Figura 8). Para la transformación, se descongelaron células 

químicamente competentes por 10 min en hielo. Se añadió 1 µl del plásmido 

pET28a+Ehhstf7 (50 ng), se mezcló suavemente con las células competentes e 

incubaron 20 min en hielo. Posteriormente, se colocaron en un termoblok, multi-

blok®heater (Lab-Line), a 42 °C por dos min y se regresaron a hielo por otros dos 

min, se añadió al microtubo 250 µl de medio SOC y se incubó por 1 h a 37 °C y 

agitación constante (225 rpm). Transcurrido este tiempo, se sembraron las células 

transformadas en placas de agar LB con kanamicina (25 µg/ml, GIBCO®), y se 

incubaron por 16 h a 37 °C. La propagación del plásmido pET28a+Ehhstf7 se llevó 

a cabo mediante el kit Qiagen Plasmid Maxi (Qiagen®) en células competentes E. 

coli TOP10 usando el protocolo del fabricante, mientras que la inducción de la 
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expresión de la proteína recombinante EhHSTF7 se llevó a cabo en células 

competentes E. coli C41. 

7.2.3 Inducción de  la expresión de la proteína recombinante EhHSTF7 

La expresión de la proteína rEhHSTF7 se llevó a cabo en células competentes E. 

coli C41, las células competentes se transformaron con el plásmido 

pET28a+Ehhstf7. Las células transformadas fueron cultivadas en placas de agar LB 

con kanamicina (25 µg/ml), después se picó una colonia y se incubó en 10 ml de 

medio SOC suplementado con kanamicina (25 µg/ml) por 16 h a 37 °C con agitación 

constante (225 rpm); se tomó un inóculo de 10 ml de cultivo y se incubaron en 300 

ml de medio SOC suplementado con kanamicina (25 µg/ml) a 37 °C y agitación 

constante (225 rpm), durante el tiempo necesario hasta que el cultivo alcanzó la 

densidad óptica de 0.6, la cual se midió en un espectrómetro de microplacas 

EPOCH (BioTek®) a la longitud de onda de 600 nm. 

La sobre-expresión de la proteína rEhHSTF7 se indujo mediante la adición de 1mM 

de Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG, Thermo Scientific™), el cultivo se 

dejó incubando por 6 h a 37 °C y agitación constante (225 rpm). La sobre-expresión 

de la proteína rEhHSTF7 se comprobó mediante electroforesis vertical con 

condiciones desnaturalizantes y reductoras, en geles de acrilamida al 12% y la 

cuantificación de proteína recombinante se llevó a cabo con el método de Bradford 

(Bradford, 1976). La inmunodetección de la proteína rEhHSTF7 se llevó a cabo por 

Western blot, se cargaron 20 µg de proteínas en un gel de poliacrilamida-SDS al 

12%, se realizó el corrimiento electroforético vertical por 100 min a 130 V en solución 

Tris-Glicina-SDS, una vez terminado el corrimiento se transfirieron las proteínas a 

una membrana de nitrocelulosa de 0.45 µm (Bio-Rad) por medio de transferencia 

húmeda por 100 min a 360 mA en solución Tris-Glicina-SDS. Al finalizar la 

transferencia de proteínas, se bloqueó la membrana con leche en polvo libre de 

grasa al 5%. La inmunodetección de la proteína rEhHSTF7, se realizó con el 

anticuerpo policlonal ⍺EhHSTF7 de ratón (Bello, 2016) en una dilución 1:500 y el 

anticuerpo monoclonal ⍺6xhis de ratón (Roche) en una dilución 1:200, ambos 
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anticuerpos se incubaron con el anticuerpo secundario de cabra anti IgG, IgM de 

ratón conjugado con peroxidasa de rábano (Thermo Fisher Scientific). El anticuerpo 

policlonal ⍺GAPDH de cabra (Santa Cruz Biotechnology) en una dilución 1:200, se 

usó como control. Las reacciones de quimioluminiscencia se revelaron con el 

substrato Immobilon® western chemiluminescent HRP (Millipore). 

7.2.4 Obtención de la proteína recombinante EhHSTF7 

Después de la inducción, se cosecharon las células de E. coli y centrifugaron por 30 

min a 1800 g; el botón celular se resuspendió en 10 ml de solución de lisis, (Tris-

HCl 20 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 20 mM, Lisozima 10 mg/ml, pH 7.8); las células 

se dejaron incubando 30 min a temperatura ambiente. Las células se lisaron 

mediante sonicación, con un procesador ultrasónico (GE), a una frecuencia de 60% 

durante 20 ciclos de 15 s con intervalos de reposo de 15 s. Los lisados se 

centrifugaron 15 min a 16000 g y el sobrenadante se filtró con una unidad de 

filtración de 0.22 µm Millex® GV (Millipore), para quitar impurezas y evitar que la 

columna de Níquel se tape. La purificación de la proteína se llevó a cabo por medio 

de cromatografía de afinidad a Níquel, ya que la proteína recombinante EhHSTF7 

contiene una cola de Histidinas N-terminal; para ello, se utilizó una columna 

HisTrap™ FF Crude (GE Healthcare) de 5 ml, que fue equilibrada con 25 ml de 

solución de unión, (Tris-HCl 20 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 20 mM, pH 7.8). La 

solución de proteínas fue inyectada en la columna, y se lavó nuevamente con 50 ml 

de solución de unión, para eliminar proteínas sin afinidad por el Níquel; la elución 

de la proteína recombinante EhHSTF7, se realizó añadiendo a la columna  25 ml de 

solución de elución, (Tris-HCl 20 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 500 mM, pH 7.8). La 

visualización de las fracciones que contenían la proteína rEhHSTF7 se observaron 

por medio de electroforesis vertical en geles de acrilamida SDS-PAGE al 12% y 

tinción con azul de Coomassie. Las fracciones que contenían la proteína 

recombinante EhHSTF7 fueron dializadas en la solución de muestra (Tris-HCl 10 

mM y NaCl 50 mM, pH 7.5), durante 24 h con tres cambios de la solución a 4 °C, 

para retirar los solutos que pudieran interferir en los experimentos posteriores; a la 
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proteína dializada se le añadió un cóctel de inhibidores de proteasas al 10% 

(cOmplete™, Roche), se realizaron alícuotas y se guardaron a -20 °C, hasta su uso.  

Las fracciones que contenían la proteína rEhHSTF7 eluida de la cromatografía de 

afinidad con Níquel se analizaron posteriormente mediante cromatografía de 

exclusión por tamaño, la cual se realizó con un sistema HPLC 1200 Infinity LC 

(Agilent Technologies). En primer lugar, se equilibró una columna Biosec SEC-5 (i.d. 

7,8 X 150 mm, tamaño de partícula de 5 μm; Agilent Technologies) con la solución 

de muestra. La columna se calibró con el kit de marcadores de filtración en gel para 

pesos moleculares de proteínas (Merck-Sigma). Cada proteína estándar se diluyó 

en la solución de muestra (concentración final de 0.5 mg/ml) y 50 μl se sometieron 

a cromatografía en la columna. A continuación, la proteína rEhHSTF7 dializada se 

fraccionó en la columna (0,8 ml/min) y se registró la absorbancia a 214 nm. La 

visualización de la proteína recombinante EhHSTF7 dializada, se llevó a cabo 

mediante electroforesis vertical SDS-PAGE en geles de acrilamida al 12% y la 

inmunodetección por medio de Western blot, con las condiciones anteriormente 

descritas. La cuantificación de la concentración de proteína recombinante se realizó 

con el método de Bradford.  

7.2.5 Ensayos de fluorescencia de los residuos aromáticos 

La evaluación de la oligomerización de la proteína rEhHSTF7 se realizó mediante 

la obtención del espectro de emisión de fluorescencia, mediante el uso de un 

espectrómetro de luminiscencia LS 55 (Perkin Elmer) y una celda de cuarzo de 1 

cm de longitud. La longitud de onda de excitación fue de 280 nm y la emisión 

intrínseca fue medida de 300 a 400 nm. Las soluciones de la proteína rEhHSTF7 

fueron preparadas a diferentes concentraciones (0.4, 2.0, 4.0, 8.0, y 12.0 µM), en 

una solución de Tris-HCl 20 mM, pH 7.8. El espectro fue obtenido tanto a 37 como 

a 42 °C, la temperatura de las muestras fue controlada usando una celda 

encamisada cubierta por agua y un baño de agua circulador con control de 

temperatura (Perkin Elmer). Las muestras fueron incubadas por 30 min y 

posteriormente, se obtuvo el espectro de emisión. Los experimentos se realizaron 
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por triplicado. El análisis de datos se realizó calculando el centro de masas espectral 

de cada medición, graficando este valor por la concentración de proteína, usando el 

software GraphPad Prism versión 6.04 para Windows. 

7.3 Interacción in vitro del factor EhHSTF7 con el elemento HSE del gen mdr 

EhPgp5 

7.3.1 Marcaje e hibridación de la sonda HSEwt 

Para la interacción proteína-DNA in vitro, se utilizó la sonda HSE tipo silvestre 

(HSEwt) de doble cadena marcada con biotina, la cual contiene la secuencia del 

elemento HSE del gen EhPgp5 (5’-ataGAAatttTTCata-3’), para el marcaje se utilizó 

el kit Biotin 3' End DNA Labeling (Thermo Scientific™), siguiendo las 

recomendaciones del fabricante. Una vez marcadas las sondas de cadena sencilla 

por separado, se hibridaron de la siguiente manera; se colocó una relación 

equimolar de ambos oligonucleótidos, mezclando suavemente y colocándolos en un 

termociclador Maxygene™ (Axygen®), empezando con la temperatura de 95 °C 

durante 5 min, y bajando 10 grados °C cada minuto hasta llegar a 25 °C y por último 

a 4 °C; una vez hibridados los oligonucleótidos se obtuvo una sonda del HSE wild 

type (HSEwt) de doble cadena, la cual se cuantificó en un espectrómetro de 

microplacas EPOCH (BioTek®) y se observó la adecuada hibridación mediante 

electroforesis horizontal en gel de agarosa al 2%. 

7.3.2 Ensayos de interacción rEhHSTF7-HSEwt 

La interacción de la proteína rEhHSTF7 y el elemento HSE del gen EhPgp5, se 

analizó por medio de la técnica de ensayo de cambio en la corrida electroforética 

(EMSA). La estandarización de la interacción se llevó a cabo usando diferentes 

concentraciones de proteína rEhHSTF7, desde 0.1 a 8.5 µM, además, de 3 µM de 

la sonda HSEwt marcada con biotina. Se utilizó el kit LightShift™ Chemiluminescent 

EMSA (Thermo Scientific™), las reacciones de interacción se realizaron de acuerdo 

a las instrucciones del fabricante, se incubaron por 30 min a temperatura ambiente, 

posteriormente, se añadió amortiguador de carga de DNA a las reacciones de 

interacción y fueron analizadas en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes 
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(PAGE) al 6 %. El corrimiento electroforético se realizó por una 1 h a 100 V en 

solución TBE 0.5X, las interacciones se transfirieron a una membrana de 

nitrocelulosa Amersham™ Protran™ de 0.45 µm (GE healthcare), la transferencia 

de las reacciones se realizó en una cámara húmeda en TBE 0.5X por 1 h a 380 mA.  

La detección de los complejos proteína-DNA, se realizó con el kit Chemiluminescent 

nucleic acid detection module (Thermo Scientific™), siguiendo las instrucciones del 

fabricante. La afinidad de una interacción se cuantificó por la constante de 

disociación de equilibrio (KD); la cual se entiende como la concentración de 

rEhHSTF7 a la que el 50% del DNA está en complejo con la proteína (Heffler et al., 

2012). La cuantificación de la fracción de HSEwt unida a la proteína rEhHSTF7 se 

obtuvo mediante el análisis de densitometría óptica con el programa ImageJ versión 

1.2.4; la señal de fondo de las regiones en blanco del gel se restó a la señal obtenida 

de las bandas. La fracción de HSEwt unido se determinó a partir de la señal 

sustraída del fondo utilizando la expresión: unido/(unido + no unido).  

La fracción de HSEwt unido en cada reacción se representó gráficamente frente a 

la concentración de proteína rEhHSTF7 (µM). El error del intervalo de confianza del 

95%, obtenido del ajuste de la curva; fue R2: 0,87. El análisis estadístico se realizó 

con GraphPad Prism 6.04 para Windows. Los experimentos se realizaron por 

triplicado. Además, se analizó la especificidad de la interacción rEhHSTF7-HSEwt, 

para lo cual se utilizaron 0.7 µM de proteína recombinante y 3 µM de HSEwt; como 

competidor específico se utilizó la sonda HSEwt no marcada con una concentración 

200 veces mayor a la sonda HSEwt marcada con biotina, y como competidor 

inespecífico Poly(dI-dC) no marcado con una concentración 350 veces mayor a la 

sonda HSEwt marcada con biotina. Las reacciones se realizaron con las 

condiciones mencionadas anteriormente para los ensayos de EMSA. 

7.3.3 Superretardamiento 

La interacción específica de la proteína rEhHSTF7 con el elemento HSEwt, se 

corroboró mediante ensayos de superretardamiento, en los cuales se utilizaron los 

anticuerpos específicos ⍺EhHSTF7 (LBM1) de ratón en una dilución 1:500 y ⍺6xHis 



56 

 

(Roche, 11922416001) de ratón en una dilución 1:200; como control se utilizó una 

anticuerpo no específico ⍺GAPDH (Santa Cruz Biotechnology, sc-20357) de cabra 

en una dilución 1:500. Los anticuerpos se añadieron a las reacciones de interacción 

sin sonda HSEwt marcada con biotina y se incubaron por 30 min. Transcurrido este 

tiempo, se añadió la sonda HSEwt marcada con biotina a las reacciones de 

interacción y se realizó el procedimiento como en los ensayos EMSA, con las 

condiciones anteriormente descritas. Los experimentos se realizaron por triplicado. 

7.3.4 Ensayos de competencia del complejo rEhHSTF7-HSEwt 

Para analizar la importancia de las bases que conforman el elemento HSE del gen 

EhPgp5, se realizaron ensayos de competencia con oligonucleótidos que presentan 

diferentes mutaciones del elemento HSEwt. Los oligonucleótidos mutados no 

marcados usados como competidores con una concentración 200 veces mayor a la 

sonda HSEwt marcada con biotina, fueron; HSEmgaa (5’-atatcgatttTTCata-3’), 

HSEmttc (5’-ataGAAatttgatata-3’), HSEmc (5’-ataGAAatttTTaata-3’), HSEmt (5’-

ataGAAatttTgCata-3’), HSEmt* (5’-ataGAAatttgTCata-3’); además, como control de 

inespecificidad se utilizó Poly (dI-dC) con una concentración 350 veces mayor, y un 

oligonucleótido no relacionado, HSEnr (5’-atatcgatttgatata-3’). La densidad óptica 

de la señal de los complejos proteína-DNA se obtuvo mediante el software ImageJ 

(Schneider et al., 2012); el análisis estadístico se realizó con la prueba ANOVA de 

una vía y el análisis post-hoc de Dunnett en el software GraphPad Prism versión 

6.04 para Windows. Los experimentos se realizaron por triplicado. 

7.4 Participación del factor EhHSTF7 en la activación transcripcional del gen 

EhPgp5 en trofozoítos cultivados con emetina 

7.4.1 Silenciamiento del factor de transcripción EhHSTF7 en trofozoítos de E. 

histolytica 

El silenciamiento con RNA de interferencia (RNAi) es una vía conservada, dónde el 

RNA de doble cadena suprime la expresión de genes con secuencias 

complementarias (Meister & Tuschl, 2004). La secuencia del gen Ehhstf7 sin 

intrones (EHI_200020), se obtuvo de la base de datos AmoebaDB 
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(http://amoebadb.org/amoeba/), y se utilizó para el diseño de pequeños RNAi. El 

diseño se realizó en con la herramienta Custom Dicer-Substrate siRNA (por sus 

siglas en inglés, DsiRNA) del servidor Integrated DNA Technologies 

(https://www.idtdna.com/), siguiendo las recomendaciones para el diseño de 

siRNAs tradicionales; éstas secuencias deben encontrarse dentro del marco de 

lectura, tener un contenido bajo de GC (35-50%), evitar secuencias con más de 4 

nucleótidos repetidos contiguos y una homología del 100% con el gen de interés 

(Hannon & Rossi, 2004).  

Los DsiRNAs, son RNA de doble cadena de 27 nucleótidos que han demostrado un 

aumento en la potencia de silenciar mRNA comparado con los siRNAs tradicionales 

de 21 nucleótidos, debido a su optimización para ser procesados por la proteína 

Dicer (Kim et al., 2005). La especificidad de cada DsiRNA se corroboró mediante la 

búsqueda de similitud de secuencias en la herramienta BLAST de la base de datos 

AmoebaDB (https://amoebadb.org/amoeba), analizando que los DsiRNAs no se 

encontraran en una secuencia diferente al gen Ehhstf7. Se diseñaron dos DsiRNAs, 

además se utilizó el siRNA566 (Rojas, 2017) específico del gen Ehhstf7 (Tabla 8), 

previamente diseñado en el laboratorio y como control de silenciamiento un siRNA 

específico del mRNA de la proteína GFP (siRNAnr), el cual no reconoce ningún 

mRNA de E. histolytica (Solis & Guillén, 2008). 

Tabla 8. DsiRNAs y siRNAs utilizados en el silenciamiento del gen Ehhstf7 

Nombre Secuencia Posición 

siRNA566 
5’-CACCUUCAACUGGUAUAACAUGGAA-3’ 

3’-GUGGAAGUUGACCAUAUUGUACCUU-5’ 
566-591 

DsiRNA67 
5’-GAACUUGUCAAUGAUGAAAAAUdCdTdA-3’ 

3’-AACUUGAACAGUUACUACUUUUUAGAU-5’ 
67-92 

http://amoebadb.org/amoeba/
https://www.idtdna.com/
https://amoebadb.org/amoeba


58 

 

DsiRNA467 
5’-GAAUUGAUGAGAUGGAAGAACAdAdAdT-3’ 

5’-UUCUUAACUACUCUACCUUCUUGUUUA-5’ 
467-492 

siRNAnr 
5’-CAAGCUGACCCUGAAGUUCdTdT−3’ 

3’-dTdTGUUCGACUGGGACUUCAAG-5’ 

- 

 

7.4.2 Viabilidad de trofozoítos de E. histolytica cultivados con emetina y DsiRNAs 

La viabilidad de los trofozoítos se determinó mediante el ensayo de exclusión del 

azul de tripano; se sembraron 1x105 trofozoítos en 10 ml de medio TYI-S-33, se 

dejaron adherirse durante 1 h a 37 °C y se colocó emetina en una concentración 

final de 8 µM, además de colocar el siRNA566, el DsiRNA67, el DsiRNA467 y el 

siRNAnr, respectivamente en una concentración final de 55 nM y se dejaron 

incubando por 24 h. Los trofozoítos que no contenían emetina o DsiRNAs, fueron 

tomados como el 100% de porcentaje de viabilidad (control). Transcurrido el tiempo 

de incubación, los trofozoítos se despegaron, centrifugaron y se realizaron dos 

lavados con PBS pH 6.8. La pastilla celular se resuspendió en 5 ml de medio TYI-

S-33, se tomó 10 μl de esta solución y se realizó una dilución 1:2 con azul de tripano 

(Gibco) al 0.4%. El conteo de trofozoítos viables, se realizó en una cámara de 

Neubauer, tomando como viables a los trofozoítos que excluyeron al colorante, es 

decir que no muestran un color azul. Este experimento se realizó por triplicado. El 

análisis estadístico se realizó mediante ANOVA de una vía con un análisis post-hoc 

de Dunnett, usando el software GraphPad Prism versión 6.04 para Windows.   

7.4.3 Expresión del mRNA del gen Ehhstf7 y del gen EhPgp5 en trofozoítos 

silenciados 

Para evaluar la expresión del factor Ehhstf7 durante el estrés con emetina, se 

cultivaron 3x105 trofozoítos durante 8, 16, 24, y 48 h con emetina 8 µM. Además, 

para el silenciamiento del factor Ehhstf7 se cultivaron trofozoítos con emetina 8 µM 

durante 24 h, trofozoítos con emetina y 55 nM de siRNA566, DsiRNA67, 
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DsiRNA467, o siRNAnr, respectivamente. Como control, se cultivaron trofozoítos 

sin emetina y sin siRNAs. El silenciamiento del factor EhHSTF7, se llevó a cabo por 

la internalización de los siRNAs por la técnica de soaking, la cual toma ventaja de 

las cualidades fagocíticas intrínsecas de este parásito (Ocádiz-Ruiz et al., 2013). La 

extracción del RNA de trofozoítos de E. histolytica, se realizó con el reactivo TRIzol™ 

(Invitrogen) (Chomczynski, 1993), anteriormente descrito. La síntesis del cDNA se 

realizó con el kit SuperScriptTM II Reverse Transcriptase (Invitrogen) anteriormente 

descrita. La síntesis de cDNA se evaluó mediante la amplificación del gen de actina 

por PCR de punto final. El producto de amplificación se analizó por electroforesis 

horizontal en gel de agarosa al 2%, se corrió durante 40 min a 100 V, y se tiñó con 

bromuro de etidio. La expresión del mRNA se analizó mediante PCR cuantitativa en 

tiempo real (qRT-PCR), usando los oligonucleótidos de la Tabla 9.  

Tabla 9. Oligonucleótidos usados en la qRT-PCR 

Gen Secuencia 
Concentración 

final 

Ehhstf7 

5’-TAGATTTTTCATCATTGACAAGTTCAAA-3’ 3 µM 

3’-ATCCGCTACGGCTATCTTCG-5’ 0.5 µM 

EhPgp5 

5’-CGGGATCCGTAGGAGGTGCAGTATTTCC-3’ 3 µM 

3’-GGGGTACCCATCCTATTTCTTGTTTGAC-5’ 9 µM 

gapdh 

5’-CCGTCCACAGACAATTCGA-3’ 3 µM 

3’-TTCGACTTTCTCTAGGTCGAGTT-5’ 3 µM 
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La reacción de qPCR-RT se realizó en un equipo Stratagene Mx3005P (Agilent 

Technologies) usando el software MxPro QPCR; utilizando SYBRTM Green como 

sistema de detección y el Kit SYBR™ Green PCR Master Mix (Applied Biosystems™). 

Las condiciones de amplificación de los genes Ehhstf7, EhPgp5, y gapdh se 

muestran en la Tabla 10, las reacciones se realizaron por triplicado en microtubos 

de 0.6 µl. El número de ciclos necesarios para que la señal de fluorescencia cruce 

el nivel basal se conoce como “cycle threshold”. Los niveles de ct son inversamente 

proporcionales a la cantidad de ácidos nucleicos en la reacción. El control endógeno 

de expresión del mRNA fue el gen gapdh. La expresión relativa del mRNA se obtuvo 

por el método de cuantificación de 2-ΔΔCT (Livak et al., 2001). El análisis estadístico 

se realizó mediante ANOVA de una vía con un análisis post-hoc de Dunnett, usando 

el software GraphPad Prism versión 6.04 para Windows.   

Tabla 10. Condiciones usadas en la qRT-PCR  

Componentes Cantidad final Condiciones 

2X SYBR Green PCR 

Master Mix 
    6.25 µl 

95 °C/ 10 min/ 1 ciclo 

95 °C/ 15 s 

60 °C/ 1 min 

Oligonucleótido sentido 1.25 µl 

Oligonucleótido antisentido 1.25 µl 

cDNA 50 ng 

Agua libre de nucleasas cbp 12.5 µl 

Total 12.5 µl 

7.4.4 Expresión de la proteína EhHSTF7 y EhPGP5 en trofozoítos silenciados 

Para evaluar la expresión del factor EhHSTF7 durante el estrés con emetina, se 

cultivaron 3x105 trofozoítos durante 8, 16, 24, y 48 h con emetina 8 µM. Además, 

para el silenciamiento del factor Ehhstf7  se cultivaron trofozoítos con emetina 8 µM 

 40 ciclos 
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durante 24 h, trofozoítos con emetina y con 55 nM de siRNA566, DsiRNA67,  

DsiRNA467, o siRNAnr, respectivamente. Como control, se cultivaron trofozoítos 

sin emetina y sin siRNAs. La obtención de proteínas totales de los trofozoítos se 

realizó mediante lisis por calor. Se cosecharon los trofozoítos y lavaron con PBS 1X 

pH 6.8; la pastilla celular se resuspendió en 300 µl de solución de lisis, Tris-HCl 100 

mM pH 7.4, SDS 10%, IP-P2X (Tris-HCl 100 mM pH 7.4, PMSF 100 mM), 

adicionado con un cóctel de inhibidores de proteasas al 10% (cOmplete™, Roche). 

Se colocó la solución con los trofozoítos 6 min en agua a 100 °C y en hielo por 1 

min y se guardó a -20 °C, hasta su uso. Posteriormente, 20 µg de proteínas totales 

de los trofozoítos cultivados bajo las condiciones anteriormente mencionadas, se 

analizaron en un SDS-PAGE al 12%, se transfirieron e inmunodetectaron con los 

anticuerpos específicos ⍺EhHSTF7 y ⍺EhPGP5 (Medel-Flores, 2019), como control 

se utilizó el anticuerpo ⍺GAPDH. El análisis estadístico se realizó mediante ANOVA 

de una vía con un análisis post-hoc de Dunnett, usando el software GraphPad Prism 

versión 6.04 para Windows.   

7.5 Realizar el interactoma in silico de EhHSTF7 y confirmar su asociación con 

alguna de las proteínas identificadas 

7.5.1  Interactoma in silico del factor EhHSTF7 con la proteína EhHSP70 

El análisis de las posibles interacciones proteína-proteína del factor EhHSTF7 con 

la proteína EhHSP70, se realizó con el servidor STRING versión 11.0 (http://string-

db.org/). Estas interacciones pueden ser directas (físicas) o asociaciones indirectas 

(funcionales), que derivan de la predicción in silico de conocimiento transferido entre 

organismos o de interacciones agregadas de otras bases de datos (Szklarczyk et 

al., 2019). Se utilizó la secuencia de aminoácidos de la proteína EhHSTF7 

(EHI_200020) obtenida del servidor AmoebaDB. Se usaron los parámetros default 

del programa STRING, con el Score más alto (>0.700).  

http://string-db.org/
http://string-db.org/
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7.5.2 Co-localización del factor EhHSTF7 con la EhHSP70 en trofozoítos en 

respuesta a emetina 

Una de las proteínas identificadas en el interactoma, fue la proteína de choque 

térmico 70 (EhHSP70), por lo que analizar la localización del factor EhHSTF7 y la 

proteína EhHSP70 en el parásito E. histolytica en respuesta a emetina 8 µM, es 

importante para analizar la posible activación del factor EhHSTF7 en respuesta a 

este fármaco. La co-localización de estas proteínas in vivo, se realizó mediante 

inmunofluorescencia indirecta (IFI). Trofozoítos incubados con emetina 8 µM, con 

el DsiRNA467 y emetina, y con el siRNAnr y emetina fueron cultivados por 24 h a 

37 °C. Trofozoítos sin emetina y sin siRNAs fueron cultivados por 24 h a 37 °C y 

fueron tomados como control de co-localización de las proteínas EhHSTF7 y 

EhHSP70. Los trofozoítos (2x105) se dejaron adherir por 2 h a 37°C a cubreobjetos 

de 22 x 22 mm que se colocaron en una caja Petri de vidrio; transcurrido este tiempo 

se retiró el medio de cultivo y se lavaron tres veces con PBS 1X pH 6.8. Los 

trofozoítos se fijaron por 1 h a 37 °C, con paraformaldehído al 4% (SIGMA) y se 

permeabilizaron con Triton-X-100 al 0.5% (SIGMA) durante 25 min a 37 °C. 

Entonces, se realizó el bloqueo con una solución de albúmina sérica de bovino al 

5% (BSA), durante 30 min a temperatura ambiente, se retiró la solución y se lavó 

con PBS. Se colocaron 2 ml de anticuerpos primarios, αEhHSTF7 de ratón obtenido 

en el laboratorio y αEhHSP70 de conejo obsequiado por el Dr. Alfonso Olivos 

García,  en una dilución 1:500 en PBS-tween 20 (BIO-RAD®), se incubaron por 1 h 

a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavó e incubó las preparaciones con los 

anticuerpos secundarios αIgG (H+L) de ratón conjugado a FITC (Zymed ®) y αIgG 

(H+L) de conejo conjugado a Alexa Fluor 568 (Invitrogen), en una dilución 1:2000 

durante 1 h a temperatura ambiente en oscuridad. Se agregaron 50 µl del 

fluorocromo 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) 300 nm (SIGMA®) a las 

preparaciones, y se incubó por 8 min a temperatura ambiente. Se colocaron las 

preparaciones en un portaobjetos con 7 μl de la solución de montaje Vectashield® 

y se sellaron con esmalte de uñas transparente para evitar que se secaran. Las 

imágenes se obtuvieron a través de un Microscopio Confocal de Barrido Láser-
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Multifotónico LSM 710 NLO (Carl Zeiss), ubicado en el Instituto del Centro de 

Nanociencias y Micro y Nanotecnologías, del Instituto Politécnico Nacional. 

8. Resultados 

8.1 Interacción del factor EhHSTF7 con el elemento HSE del gen mdr EhPgp5 in 

silico 

8.1.1 Modelo estructural 3D del factor EhHSTF7 

Primeramente, se obtuvo el modelo de la estructura terciaria del factor EhHSFT7, 

mediante el servidor I-TASSER. El modelador generó cinco modelos, los cuales se 

analizaron para seleccionar la estructura terciaria con el mayor valor de C-score y 

parámetros de validación (Figura 9). El C-score es un valor de confianza que permite 

estimar la calidad de los modelos predichos por I-TASSER, se basa en la 

significancia de los alineamientos de los moldes enhebrados y los parámetros de 

convergencia de las simulaciones del ensamble de estructuras, posee valores 

comúnmente entre -5 y 2, donde un puntaje alto, cercano a 2, es indicativo de un 

modelo con un alto grado de confianza (Yang et al., 2015).  
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Figura 9. Representación de los modelos del factor EhHSTF7. (A) Modelo 1. (B) Modelo 2. 

(C) Modelo 3. (D) Modelo 4. (5) Modelo 5. Los colores representan la estructura secundaria 

de cada modelo. α hélice, morado; 310hélice, azul rey; hoja β, amarillo; bucle, azul celeste. 

 

Los valores obtenidos de C-score, para cada modelo se muestran en la Tabla 11, 

siendo el modelo 2 el que presentó el mejor valor de C-score el cual fue de -2.6. Sin 

embargo, para poder garantizar una selección aún más confiable, los cinco modelos 

del EhHSTF7 fueron analizados con los programas de validación Errat y el gráfico 

de Ramachandran, los resultados mostraron nuevamente que el modelo 2 fue el 

que tuvo el mayor porcentaje de Errat de 95.77% y 98.9% de aminoácidos en 

regiones permitidas, mientras que los demás modelos sus valores fueron más bajos 

(Tabla 11). 

 

Tabla 11. Validación del modelo de EhHSTF7 obtenido en I-TASSER  

Modelo 

I-TASSER 

C-Score Errat (%) Gráfico de 

Ramachandran (%) 

1 -3.3 76.19 93.3 

2 -2.6 95.77 98.9 

3 -3.5 83.6 96.1 

4 -3.54 77.25 93.9 

5 -3.45 85.19 95.5 

 

El modelo 2 se seleccionó al tener C-score y parámetros de validación más altos, 

por lo que se sometió a minimización de energía con el servidor YASARA, para 

corregir errores en la estructura usando el campo de fuerza de YASARA. Una vez 

minimizado, el modelo 2 presentó un porcentaje de Errat de 98.92% y aminoácidos 

en regiones permitidas de 98.3% (Figura 10), por lo que este modelo fue usado para 

realizar el análisis de simulación de dinámica molecular. 
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Figura 10. Representación estructural del modelo 2 del factor EhHSTF7. (A) Modelo 2 de 

EhHSTF7 obtenido del servidor I-TASSER. (B) Modelo 2 del factor EhHSTF7 minimizado. 

Los colores representan la estructura secundaria de cada modelo. αhélice, morado; 

310hélice, azul rey; hojas β, amarillo; bucle, azul celeste.  

 

La estructura del modelo 2 minimizado, contiene los dominios reportados para esta 

familia de factores de transcripción según el análisis realizado en el servidor 

InterPro, así como el motivo reportado para el dominio de unión al DNA (DBD) de 

los HSFs, de acuerdo al servidor Jpred 4. Un DBD altamente conservado del residuo 

13 al 109, con un motivo hélice-vuelta-hélice, conformado por 4 hojas β antiparalelas 

y 3 αhélices. Además, el dominio de oligomerización (DO) se localiza del residuo 

122 al 163 con motivo coiled-coil (Figura 11). 



66 

 

 

Figura 11. Dominios y motivos del modelo 2 del factor EhHSTF7. (A) Dominios del factor 

EhHSTF7; dominio de unión al DNA (DBD) y dominio de oligomerización (DO). (B) Motivo 

hélice-vuelta-hélice del DBD del factor EhHSTF7; contiene 4 hojas β antiparalelas y 3 

αhélices. Los residuos que conforman el motivo hélice-vuelta-hélice, se encuentran 

encerrados en cuadros. 

8.1.2 Simulación de la dinámica molecular del factor EhHSTF7 

Con la finalidad de obtener la estructura de mayor estabilidad del EhHSTF7, se 

realizó la simulación de la dinámica molecular de esta proteína, evaluando 

diferentes parámetros estructurales. La trayectoria de la MDS del factor EhHSTF7 

bajo condiciones fisiológicas en solvente agua y 310 K arrojó los siguientes datos; 

el RMSD de los carbonos α en la etapa inicial de 0 a 10 ns de MDS, alcanzó un 

valor de 0.7 nm. Posteriormente, se observa una etapa de equilibrio de 10 a 100 ns, 

donde la simulación fluctúa entre 0.7 y 0.8 nm (Figura 12A). Estos resultados indican 

una estabilidad estructural para este modelo in silico. En los gráficos de RMSF se 

observan las fluctuaciones de los carbonos α de cada uno de los 197 residuos 

(Figura 12B), los valores con menor RMSF se encuentran en las zonas de estructura 

secundaria regular correspondientes a las α hélices y hojas β del DBD, del residuo 

13 al 109 (Figura 11B), lo que le confiere una menor fluctuación estructural. Mientras 

que las zonas correspondientes a los bucles y las α hélices del DO, del residuo 122 

al 163 (Figura 11B), presentaron los valores más altos de RMSF, lo que permite al 
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DO interaccionar con otras proteínas al tener esta región una mayor fluctuación 

estructural. 

En cuanto al RG del modelo de la proteína EhHSTF7, se observa que de 0 a 5 ns 

el valor de RG es cercano a 1.95 nm, lo que denota una conformación desplegada. 

A partir de 20 ns de MDS se observa una disminución cercana a 1.75 nm, lo que 

demuestra un plegamiento compacto de la proteína EhHSTF7 desde 20 a 100 ns 

de la MDS, observándose un pico de 1.8 nm entre 60 y 70 ns de MDS, pero sin 

cambios importantes en la compactación (Figura 12C). El parámetro de SASA 

obtenido muestra que el área expuesta alcanza 145 nm2 de 0 a 5 ns de MDS, 

presentando una conformación desplegada al tener mayor área de contacto antes 

del equilibrio (10 ns). Posteriormente, se observa la disminución del valor de SASA 

a 20 ns de la MDS de la proteína EhHSTF7, de 120 a 125 nm2. El valor de SASA se 

mantiene en promedio de 20 a 100 ns de MDS, observándose un pico cercano a 

135 nm2 entre 60 y 70 ns de MDS (Figura 12D).  

Corroborando un plegamiento compacto de la proteína cuando alcanza el equilibrio 

estructural. El número de puentes de hidrógeno (HB) intramoleculares entre los 

residuos de la proteína EhHSTF7, presentó un promedio de 120 HB de 0 a 10 ns de 

MDS. Una vez que alcanza el equilibrio estructural el modelo de EhHSTF7, el 

promedio aumentó a 140 HB y se mantuvo constante de 10 a 100 ns de MDS (Figura 

12E). Este resultado demuestra que la proteína equilibrada tiene un mayor número 

de enlaces de hidrógeno intramoleculares, lo que indica una conformación 

compacta.   



68 

 

 

Figura 12. Análisis  de la MDS del factor EhHSTF7 durante 100 ns. (A) Evolución en el 

tiempo (ns) del RMSD (nm) de los carbonos α de la proteína EhHSTF7. (B) fluctuación 

(RMSF) de los carbonos α de los 197 residuos de la proteína EhHSTF7. (C) Radio de giro 

(RG) de la proteína EhHSTF7. (D) Área de exposición al solvente del EhHSTF7 

determinado por el  valor de SASA (nm2). (E)  número de puentes de Hidrógeno (HB) 

intramoleculares de la proteína EhHSTF7.   

La MDS de la proteína EhHSTF7 se corrió por 100 ns, sin embargo, para poder 

realizar el acoplamiento molecular con el elemento HSE del promotor del gen 
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EhPgp5, se obtuvo el cluster de la MDS de la proteína EhHSTF7, esto es la 

conformación representativa, con un cut-off de 0.17 nm. Bajo estas condiciones, la 

clusterización de la MDS produjo 15 conformaciones representativas, las cuales 14 

de éstas caen dentro de 0 a 10 ns de la MDS (Figura 13A), tiempo en el que el 

modelo de la proteína EhHSTF7 no alcanzó el equilibrio estructural (Figura 12A), 

por lo que fueron descartadas. Por lo tanto, la conformación número 15, la cual 

corresponde a 95 ns, representa la conformación de la proteína en equilibrio, es 

decir de 10 a 100 ns (Figura 13B).  

 

 

Figura 13. Clusterización de la MDS del factor EhHSTF7. (A) Estructuras representativas 

de la MDS del factor EhHSTF7. (B) Estructura de 95 ns representativa de la estructura 

equilibrada del factor EhHSTF7. αhélice, morado; 310hélice, azul rey; hoja β, amarillo; bucle, 

azul celeste. 

8.1.3 Acoplamiento molecular del modelo del factor EhHSTF7 y el elemento HSE 

del promotor del gen EhPgp5 

Una vez obtenida la conformación de 95 ns del EhHSTF7, ésta se utilizó para 

realizar el acoplamiento molecular con la secuencia HSE del promotor del gen 

EhPgp5, cuya secuencia es 5’-ataGAAatttTTCata-3’. El programa PatchDock 

generó 20 modelos del complejo EhHSTF7-HSE. Se analizaron las interacciones 
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por enlaces de hidrógeno del DBD del factor EhHSTF7 y el elemento HSE de los 

diferentes modelos del complejo proteína-DNA mediante el software UCSF Chimera 

versión 1.13.1. Se seleccionó el modelo que presentó el mayor Score de interacción 

y la energía libre (ΔG) de interacción más negativa, además de un RMSD de 

interacción más cercano.  El complejo 9 fue el que presentó el mejor Score, de 

13698 y un ΔG de -258.66 kcal/mol, por lo que este representa el complejo in silico 

EhHSTF7-HSE con la mayor probabilidad de interaccionar (Figura 14A).  

La interacción entre el EhHSTF7 y el HSE se presentó con las bases 

complementarias del segundo motivo conservado del elemento HSE (5’-GAA-3’), 

mediante los residuos Ser69 y Arg72 localizados en la α hélice 3 del DBD, por medio 

de enlaces de hidrógeno (Figura 14A). El residuo Ser69 interacciona con la base G 

mediante dos enlaces de hidrógeno con una distancia de interacción de 3.70 y 4.22 

Å y además interacciona con la siguiente A mediante un enlace de hidrógeno con 

una distancia de interacción de 2.19 Å (Figura 14B). Mientras que el residuo Arg72 

interacciona con la primera A mediante dos enlaces de hidrógeno con una distancia 

de interacción 4.93 y 3.04 Å; así como con la segunda A, a través de un enlace de 

hidrógeno con una distancia de interacción de 4.40 Å (Figura 14C).   
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Figura 14. Acoplamiento molecular in silico EhHSTF7-HSE. (A) Complejo EhHSTF7-HSE 

obtenido en el servidor PatchDock, se observa la interacción con las bases 5’-GAA-3’ 

complementarias del elemento HSE. En la parte inferior se muestra la secuencia del HSE 

con los motivos GAA y TTC en mayúsculas. (B) Interacciones por enlace de hidrógeno del 

residuo Ser69 con las bases 5’-GA-3’ complementarias del elemento HSE. (C) 

Interacciones por enlace de hidrógeno del residuo Arg72 con las bases 5’-AA-3’ 

complementarias del elemento HSE. Residuos y nucleótidos interaccionando están 

representados en sticks, los residuos representados en cartoon  son residuos en la αhélice 

3 del DBD que no tienen contacto con las bases 5’-GAA-3’ por enlaces de hidrógeno. 

Residuos y nucleótidos interaccionando se muestran con sus letras y números.  α, α-hélice; 

β, hojas β. Región verde, DO. Región morada, DBD. N-, N-terminal; C-, C-terminal. 



72 

 

8.2 Obtención de la proteína recombinante del factor EhHSTF7 

8.2.1 Amplificación del gen Ehhstf7 

El gen Ehhstf7 de E. histolytica contiene un intrón de 68 pb (Figura 15), por lo cual 

la amplificación del gen completo que codifica para la proteína funcional EhHSTF7 

se obtuvo del cDNA que se generó a partir del RNA de trofozoítos de E. histolytica.  

Con la finalidad de corroborar la presencia del intrón en el gen Ehhstf7 se realizó la 

amplificación del gen Ehhstf7 a partir del gDNA y cDNA. 

 

Figura 15. Secuencia nucleotídica del gen Ehhstf7. Secuencia de 662 pb del gen completo 

Ehhstf7. Se observa la presencia de un intrón de 68 pb, en color rojo y minúsculas; los 

nucleótidos 5’-GU (gt) y AG-3’ del intrón reconocidas por el espliceosoma se encuentran 

subrayadas y en negrillas. 

Los resultados mostraron un amplicón de 682 pb a partir del gDNA de trofozoítos lo 

cual corrobora con el tamaño del gen con intrones más las bases agregadas a los 

oligonucleótidos para los sitios de restricción de las enzimas BamHI y XhoI; mientras 

que en la amplificación a partir del cDNA se obtuvo un amplicón de 614 pb que 

igualmente corrobora con el tamaño de 594 pb del gen Ehhstf7 completo sin intrones 

más las bases agregadas a los oligonucleótidos para los sitios de restricción de las 

enzimas BamHI y XhoI (Figura 16). Como control de amplificación e integridad tanto 

del gDNA, como del cDNA se amplificó un fragmento del gen de actina de 210 pb 
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con ambos moldes; además, como control de integridad y contaminación con DNA 

en la síntesis del cDNA, se amplificó un fragmento del gen de actina usando como 

molde el RNA utilizado para la síntesis de cDNA y esta amplificación resultó 

negativa (Figura 16). 

 

Figura 16. Amplificación del gen Ehhstf7. Amplificación por PCR de punto final del gen 

Ehhstf7. gDNA: reacción usando como molde DNA genómico de trofozoítos de E. 

histolytica; cDNA: reacción usando como molde DNA complementario de trofozoítos de E. 

histolytica; RNA: reacción con RNA de trofozoítos de E. histolytica como molde; M: 

marcador de tamaño molecular; pb: pares de bases.   

8.2.2 Obtención del plásmido pET28a+Ehhstf7 

El plásmido pET28a+Ehhstf7 se obtuvo mediante clonación sintética por parte de la 

empresa GenScript, se corroboró la correcta clonación del gen completo Ehhstf7 sin 

intrones, mediante la doble restricción del plásmido con las enzimas BamHI y XhoI, 

con lo cual se observó la liberación de un fragmento de 602 pb que corresponde al 

gen Ehhstf7 completo sin intrones y sin los sitios de restricción enzimática, además 

de la linearización del plásmido pET28a+Ehhstf7 de 5971 pb, el cual se digirió 

solamente con la enzima BamHI (Figura 17A). Por otro lado, se realizó una reacción 

de PCR de punto final del gen completo Ehhstf7 usando como molde 25 ng del 

plásmido pET28a+Ehhstf7, de la cual se obtuvo un amplicón de 614 pb (Figura 17B), 

cuyo tamaño se correlaciona con el tamaño del amplicón obtenido en la PCR de 

punto final usando como molde el cDNA de trofozoítos de E. histolytica, estos 
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resultados muestran que el gen Ehhstf7 se encuentra clonado en la construcción 

pET28a+Ehhstf7. 

 

Figura 17. Análisis del plásmido pET28a+Ehhstf7. (A) Restricción enzimática del plásmido 

pET28a+Ehhstf7. BamHI- XhoI-, plásmido sin digerir en su conformación relajada, 

superenrollada y circular; BamHI+ XhoI+, doble restricción del plásmido, BamHI+ XhoI-, 

restricción enzimática solamente con BamHI. (B) Amplificación por PCR de punto final del 

gen Ehhstf7. gDNA, reacción usando como molde DNA genómico de trofozoítos de E. 

histolytica; reacción usando como molde el plásmido pET28a+Ehhstf7; M, marcador de 

tamaño molecular; pb, pares de bases.   

8.2.3 Sobreexpresión y purificación de la proteína recombinante EhHSTF7 

La sobreexpresión de la proteína recombinante (rEhHSTF7) se llevó a cabo en 

células competentes E. coli C41 transformadas con el plásmido pET28a+Ehhstf7, 

las cuales se indujeron con IPTG 1 mM por 3, 6, y 24 h, para determinar el tiempo 

necesario para inducir la mayor expresión de la proteína rEhHSTF7. El análisis de 

la expresión de rEhHSTF7 en extractos de E. coli C41, se realizó en geles SDS-

PAGE al 12% teñidos con azul de Coomassie, donde se observó que en ausencia 

del inductor IPTG existe una expresión basal de una proteína de 24 kDa, que 
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corresponde al peso molecular teórico para la proteína EhHSTF7; mientras que en 

los extractos de bacterias transformadas cultivadas por 3, 6, y 24 h con el inductor 

IPTG se observó un aumento en la expresión de la proteína de 24 kDa. Por otra 

parte, en los extractos de bacterias sin plásmido y sin el inductor IPTG no se observa 

la sobre-expresión de la banda de 24 kDa (Figura 18A). Asimismo, pudimos 

observar la sobre-expresión de una proteína de un peso molecular de 72 kDa, 

principalmente en extractos de bacterias con el inductor IPTG a las 6 y 24 h (Figura 

18A), este peso molecular correlaciona con el peso molecular teórico del trímero del 

EhHSTF7. Ahora bien, la sobreexpresión de la proteína rEhHSTF7, se corroboró 

mediante ensayos de Western blot utilizando los anticuerpos específicos αEhHSTF7 

(Figura 18B, 18C), así como como α6xHis (Figura 18D, 18E), ya que la proteína 

rEhHSTF7 contiene una cola de seis residuos de histidina (6xHis) en el extremo N-

terminal. Interesantemente, se detectó la sobreexpresión de las proteínas de 24, 72, 

y 80 kDa en extractos de bacterias transformadas cultivadas por 3, 6, y 24 h con el 

inductor IPTG. Mientras que en extractos de bacterias transformadas y sin el 

inductor IPTG, se observó la expresión basal de las proteínas de 24 y 72 kDa y en 

extractos de bacterias sin plásmido y sin el inductor IPTG, no se detectó ninguna 

proteína con alguno de los anticuerpos (Figura 18B, 18D). El peso molecular de 24 

y 72 kDa detectados con los anticuerpos αEhHSTF7 y α6xHis corresponde a los 

pesos moleculares teóricos de la proteína rEhHSTF7 como monómero y trímero. 

Además, de correlacionar con los pesos moleculares de las proteínas de 24 y 72 

kDa que se observan sobre-expresadas en el SDS-PAGE teñido con azul de 

Coomassie (Figura 18A), en la inducción con IPTG por 3, 6, y 24 h. La mayor 

expresión de la proteína rEhHSTF7 inducida con 1 mM de IPTG en células de E. 

coli C41 transformadas, se obtuvo en un tiempo de 6 h (Figura 18C, 18E). 
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Figura 18. Sobreexpresión de la proteína rEhHSTF7. (A) SDS-PAGE teñido con azul de 

Coomassie. (B) Western blot de extractos de E. coli C41 usando el anticuerpo αEhHSTF7 

específico. (C) Densidad óptica de extractos de E. coli C41 usando el anticuerpo αEhHSTF7 

específico (D) Western blot de extractos de E. coli C41, usando el anticuerpo α6xHis. (E) 

Densidad óptica de extractos de E. coli C41 usando el anticuerpo α6xHis. Control, extractos 

de bacterias E. coli C41 sin plásmido y sin IPTG.  0 h, extractos de bacterias con plásmido 

pET28a+Ehhstf7 sin inducir. 3, 6, y 24 h, extractos de bacterias E. coli C41 transformadas 
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con el plásmido pET28a+Ehhstf7 y con 1mM de IPTG. M, marcador de peso molecular; 

kDa, kiloDaltones. ***p<0.001. 

Posteriormente, se purificó la proteína recombinante mediante cromatografía de 

afinidad a níquel. Se obtuvieron 15 fracciones y en las fracciones 3, 4, 5, y 6 (F3, 

F4, F5, y F6), se eluyeron tres proteínas de 24, 72, y 80 kDa (Figura 19A). El peso 

molecular de las proteínas eluidas es similar al observado anteriormente en la 

estandarización de la inducción de la rEhHSTF7. Se colectaron las fracciones que 

contenían la rEhHSTF7, y se dializaron contra una solución de Tris-HCl 20 mM pH 

7.8. Las fracciones colectadas, se analizaron posteriormente para determinar el 

estado oligomérico de la proteína rEhHSTF7 mediante cromatografía de exclusión 

por tamaño, la cual dió lugar a múltiples picos (Figura 19B). El perfil de elución de 

la proteína rEhHSTF7 revela cinco picos principales con tiempos de retención de 

3,5, 4,2, 5,0, 5,9 y 6,6 minutos.  

El peso molecular aparente de cada pico, según el perfil de elución obtenido para 

proteínas de peso molecular conocido aplicadas a la misma columna en las mismas 

condiciones, indica un agregado (184. 1 kDa), un pentámero de (118,8 kDa), un 

trímero de (71,2 kDa), un dímero de (46,7 kDa) y un monómero de rEhHSTF7 (24,2 

kDa) (Figura 20B). Los resultados obtenidos por cromatografía de exclusión por 

tamaño, demuestran que la proteína rEhHSTF7 bajo las condiciones evaluadas 

tiene diferentes estados oligoméricos. La identidad de las proteínas eluidas en el 

pool de fracciones se determinó mediante ensayos de Western blot con los 

anticuerpos αEhHSTF7 y α6xHis. Los anticuerpos αEhHSTF7 y α6xHis detectaron 

a las proteínas de 24 y 72 kDa, mientras que el anticuerpo αEhHSTF7, detectó otra 

banda de 80 kDa (Figura 19C). Por último, las fracciones dializadas también se 

analizaron con el anticuerpo no relacionado αGAPDH, con el cual no se obtuvo 

señal de detección (Figura 19C) 
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Figura 19. Purificación de la proteína recombinante EhHSTF7 por cromatografía de afinidad 

a níquel y cromatografía por exclusión de tamaño. (A) SDS-PAGE teñido con azul de 

Coomassie de las fracciones obtenidas por cromatografía de afinidad a níquel. E, extractos 

totales de E. coli C41 transformadas y con el inductor IPTG. FT, extractos totales de E. coli 

C41, que no se unieron a la columna de níquel. W, proteínas eluidas en los lavados. F1-F8, 

fracciones eluidas con 500 mM de Imidazol. (B) Perfil de elución de la proteína rEhHSTF7 

por cromatografía de exclusión por tamaño. El peso molecular de los estados oligoméricos 

de rEhHSTF7 se indica sobre cada pico del perfil de elución. (C) Western blot del pool de 

fracciones que contienen la proteína rEhHSTF7, usando los anticuerpos αEhHSTF7, 

α6xHis, y αGAPDH. M, marcador de peso molecular; kDa, kiloDaltones. 

8.2.4 La proteína rEhHSTF7 cambia su estado de oligomerización en respuesta al 

aumento de temperatura y concentración 

La oligomerización es un proceso clave en la activación de las proteínas HSF, 

además las conformaciones de alto peso molecular presentan mayor afinidad a 

interaccionar con el DNA (Ota et al., 2013; Gómez-Pastor et al., 2018). Los 

resultados obtenidos hasta el momento en este trabajo, sugieren que la proteína 

rEhHSTF7 puede adoptar conformaciones, con un peso molecular correspondiente 

a diferentes estados oligoméricos. El modelo tridimensional de EhHSTF7 muestra 
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que dentro de la región de oligomerización putativa hay tres residuos de tirosina en 

las posiciones 122, 172, y 181, además de residuos de triptófano en las posiciones 

36 y 196, que contribuyen a la fluorescencia de esta proteína (Figura 20). Por lo 

que, tomando en consideración estas características, la interacción intramolecular 

fue cuantificada analizando la espectrofluorometría de los residuos aromáticos 

(tirosina y triptófano), además la concentración de proteína y el estrés térmico se 

analizaron como inductores para mover el equilibrio entre los monómeros y los 

oligómeros de la proteína rEhHSTF7.  

 

Figura 20. Posición de residuos de tirosina y triptófano en la proteína EhHSTF7. El dominio 

de oligomerización, se encuentra marcado en verde. Los residuos de tirosina 122,172, y 

181, se encuentran marcados en naranja con su etiqueta. Los residuos de triptófano 36 y 

196, se encuentran marcados en azul con su etiqueta. 

Los resultados mostraron que a concentraciones bajas de rEhHSTF7 (0.4 µM) y 37 

°C por 30 min, condiciones experimentales que favorecen la formación de 

monómeros, el centro de masa espectral (CME) es de 345.5 nm. Sin embargo, 

cuando se colocó 0.4 µM de la proteína rEhHSTF7 a 42 °C por 30 min, el CME 

disminuyó a 344 nm (Figura 21A). Curiosamente, cuando se incubó 4.0 µM de 

rEhHSTF7 a 37 °C y 42 °C, los valores del CME disminuyen a 345 y 343.8 nm, 

respectivamente (Figura 21A); lo que indica el ocultamiento de los residuos 

aromáticos (menor fluorescencia), por lo que esta conformación se debe más 
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plausiblemente a la oligomerización inducida por la concentración de proteínas y el 

estrés térmico. Para evaluar el efecto de la concentración de proteína en la 

formación de oligómeros de rEhHSTF7, se realizó una cinética de concentración 

con 0.4, 2.0, 4.0, 8.0, y 12 µM de rEhHSTF7 a 42 °C (Figura 21B).  

 

Figura 21. Disminución de la fluorescencia intrínseca de rEhHSTF7 en respuesta al 

aumento de temperatura y concentración. La espectrofluorometría de los residuos 

aromáticos evidenció cambios en el estado oligomerizado de la proteína rEhHSTF7. (A) 

valores del CME de 0.4 y 4.0 µM de rEhHSTF7 a 37 y 42 °C por 30 min. (B) valores de 

CME de 0.4, 2.0, 4.0, 8.0, y 12.0 µM de rEhHSTF7 a 42 °C por 30 min. CME, centro de 

masa espectral. ***p<0.0001. 

El CME disminuyó de forma inversamente proporcional a la concentración de 

proteínas. A bajas concentraciones de proteína, 0.4 y 2.0 µM, el valor de CME no 

mostró algún cambio a los 30 min de incubación; cuando la concentración de 
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proteína aumentó a 4.0, 8.0, y 12.0 µM, se observó una disminución en el valor de 

CME a los 30 min de incubación (Figura 21B). Asimismo, se observó que la 

reducción en los valores de CME es mayor cuando se aumentó la concentración de 

rEhHSTF7. Estos resultados indican que los residuos tirosina podrían estarse 

ocultando en respuesta a un cambio conformacional de la proteína rEhHSTF7, el 

cual probablemente está directamente relacionado con la oligomerización de este 

factor, y a su vez con el aumento de la temperatura y concentración de proteína. 

Estos datos revelan la importancia de la concentración de proteína en la 

oligomerización de la proteína rEhHSTF7. 

8.3 Interacción in vitro del factor EhHSTF7 con el elemento HSE del promotor del 

gen mdr EhPgp5 

8.3.1 El factor EhHSTF7 interacciona de manera específica con el HSE in vitro 

La interacción rEhHSTF7-HSEwt se evaluó por ensayos de retardamiento. Se 

observó que el factor rEhHSTF7 reconoce e interacciona con el elemento HSEwt y 

que la unión es dependiente de la concentración de proteína (Figura 22). La 

interacción se realizó con diferentes concentraciones de rEhHSTF7, desde 0.1 

hasta 8.5 µM y se detectó un complejo (complejo a) rEhHSTF7-HSEwt (Figura 22A) 

en concentraciones iniciales, esto es de 0.1 hasta 1.0 µM de rEhHSTF7. Sin 

embargo, a mayor concentración de rEhHSTF7, de 2.0 a 8.5 µM, se observó la 

formación de otros complejos de mayor retardamiento, aunque con menor 

intensidad (Figura 22A, complejos b, c, y d).  

La formación de complejos de mayor retardamiento entre rEhHSTF7 y el elemento 

HSEwt, sugiere que en concentraciones altas de proteína rEhHSTF7, ésta se podría 

oligomerizar y unirse al HSEwt con esta conformación oligomerizada. En cuanto a 

la afinidad de unión, la fracción de HSEwt unido en cada reacción se graficó frente 

al incremento en la concentración de rEhHSTF7 (µM); los datos se ajustaron con 

una ecuación de unión para obtener valores para la KD y la fracción máxima unida 

(Bmax), que fue de 0.735 ± 0.17 y 0.618 ± 0.045, respectivamente (Figura 22B). La 
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KD de unión nos indica que la proteína rEhHSTF7 tiene una alta afinidad por el 

ligando que en este caso fue la secuencia HSE del promotor del gen EhPgp5. 

 

Figura 22. Interacción rEhHSTF7-HSEwt in vitro. (A) Ensayo de interacción rEhHSTF7-

HSEwt. La reacción sin rEhHSTF7 se observa en el primer carril, concentraciones de 0.1 a 

8.5 µM de rEhHSTF7 se utilizaron para evaluar la afinidad de interacción. HSEwt, 3 µM del 

elemento HSE del gen EhPgp5 marcado con biotina. a, b, c, y d; complejos rEhHSTF7-

HSEwt detectados. El DNA libre se encuentra señalado. (B) Representación gráfica de la 

fracción HSEwt unida en función del aumento de la concentración de la proteína rEhHSTF7 

(μM). 

La especificidad del complejo rEhHSTF7-HSEwt se evaluó usando diferentes 

competidores mediante la técnica de EMSA. Cuando en la reacción de interacción 

proteína-DNA se usó el competidor específico (sonda HSEwt no marcada) en una 

concentración 200 veces mayor, se observó que compite completamente con el 

HSEwt marcado con biotina por la interacción con la proteína rEhHSTF7 (Figura 

23A, carril 3). Mientras que el competidor inespecífico poly (dI-dC) en una 
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concentración 350 veces mayor, no es capaz de competir por la interacción con la 

proteína rEhHSTF7 (Figura 23A, carril 4). Estos resultados muestran que la 

interacción entre la proteína rEhHSTF7 y el HSEwt es específica. Ahora bien, para 

demostrar que el complejo proteína-DNA detectado es debido al reconocimiento e 

interacción exclusiva entre el rEhHSTF7 y el HSEwt y no a proteínas de las bacterias 

E. coli C41, se realizó un ensayo EMSA utilizando extractos de E. coli C41 sin 

plásmido y sin inducir (Figura 23B, carril 4). Como se puede observar, al incubar los 

extractos de las bacterias con el HSEwt no se logró observar la formación de algún 

complejo.  

Por último, para evaluar que la proteína que está interaccionando en el complejo 

detectado con la técnica de EMSA corresponde al factor rEhHSTF7, se realizaron 

ensayos de superretardamiento. Interesantemente, se observó que el anticuerpo 

específico αEhHSTF7 es capaz de retardar el complejo rEhHSTF7-HSEwt (Figura 

23C, carril 3), al igual que el anticuerpo específico α6xHis (Figura 23C, carril 4); 

mientras que un anticuerpo no relacionado como el αGAPDH no superretardó al 

complejo rEhHSTF7-HSEwt (Figura 23C, carril 5). Estos resultados nos muestran 

que el rEhHSTF7 está interaccionando con el HSEwt y de forma específica. 
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Figura 23. Especificidad de la interacción rEhHSTF7-HSEwt. (A) Ensayo de retardamiento 

del complejo rEhHSTF7-HSEwt; carril 1, DNA libre; carril 2, complejo proteína rEhHSTF7 y 

HSEwt; carril 3, CE competidor específico (HSEwt no marcado, 200 veces más); carril 4, 

CNE competidor no específico (Poly dI-dC, 350 veces más). (B) Ensayo de retardamiento 

del complejo rEhHSTF7-HSEwt; carril 1, DNA libre; carril 2, complejo rEhHSTF7-HSEwt 

(complejo a); carril 3, CE competidor específico (HSEwt no marcado, 200 veces más), carril 

4, retardamiento con extractos de E. coli C41; carril 5, CNE competidor no específico (Poly 

dI-dC, 350 veces más). (C) Superretardamiento del complejo rEhHSTF7-HSEwt; carril 1, 

DNA libre; carril 2, complejo rEhHSTF7-HSEwt (complejo a); carril 3, superretardamiento 

con el anticuerpo específico αEhHSTF7 (complejo b y c); carril 4, superretardamiento con 

el anticuerpo específico α6xHis (complejo b); carril 5, superretardamiento con el anticuerpo 

no relacionado αGAPDH. El DNA libre se encuentra señalado. 
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8.3.2 Importancia de las bases 5’-GAA-3’ en la interacción rEhHSTF7-HSEwt 

Una vez que se analizó la afinidad de unión del factor rEhHSTF7 con el HSE del 

promotor del gen EhPgp5, se caracterizaron los nucleótidos del HSE que tienen 

mayor relevancia en la interacción rEhHSTF7-HSEwt. Esto se realizó mediante 

ensayos de retardamiento usando mutantes del HSE no marcados con biotina como 

competidores (Figura 24A). Los resultados muestran la formación de un complejo 

específico rEhHSTF7-HSEwt (Figura 24A, carril 2), el cual no se llevó a cabo cuando 

el competidor específico es añadido a la reacción (Figura 24A, carril 3). De manera 

interesante al añadir a la reacción el competidor HSEmgaa, que no contiene las 

bases 5’-GAA-3’ del primer motivo del elemento HSE; se observó que el complejo 

rEhHSTF7-HSEwt no se formó de igual manera (Figura 24A, carril 4), lo que muestra 

que el factor rEhHSTF7 es capaz de reconocer al elemento HSE sin las bases 5’-

GAA-3’ sentido.  

Un resultado opuesto es observado cuando el mutante HSEmttc, que tiene mutadas 

las bases 5’-TTC-3’ fue añadido a la reacción, este competidor no fue capaz de 

impedir la formación del complejo rEhHSTF7-HSEwt (Figura 24A, carril 5), tal como 

podemos observar en la gráfica de densidad óptica relativa de los complejos 

obtenidos, dónde la señal del complejo rEhHSTF7-HSEwt incrementa en presencia 

de la mutante HSEmttc (Figura 24B). Estos resultados mostraron que las bases 5’-

TTC-3’ de la cadena molde son relevantes en la interacción rEhHSTF7-HSEwt, 

corroborando los resultados del acoplamiento molecular in silico entre el elemento 

HSE y EhHSTF7. Por lo anterior, se analizó el papel de cada una de estas tres 

bases bajo las mismas condiciones antes mencionadas. 
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Figura 24. Importancia de las bases 5’-GAA-3’ en el complejo rEhHSTF7-HSEwt. (A) 

Ensayos de retardamiento de rEhHSTF7 con mutantes no marcados con biotina del 

elemento HSE. Carril 2, interacción rEhHSTF7-HSEwt; carril 3, en presencia del competidor 

específico (HSEwt no marcado); o en presencia de mutantes del HSE: carril 4, HSEmgaa; 

carril 5, HSEmttc; carril 6, HSEmc; carril 7, HSEmt; carril 8, HSEmt*; carril 9, CNE 

competidor no específico (Poly dI-dC); carril 10, HSEnr. (B) Análisis semi-cuantitativo del 

complejo rEHSTF7-HSEwt en presencia de mutantes del HSE, expresado como la densidad 

óptica relativa del complejo a. ****p<0.0001. 

El competidor HSEmc, que tiene solamente mutado el nucelótido C del motivo 5’-

TTC-3’ no fue capaz de impedir la formación del complejo rEhHSTF7-HSEwt (Figura 

24A, carril 6). Cuando el competidor HSEmt, que tiene mutado el primer nucleótido 

T fue añadido en la reacción, la señal del complejo rEhHSTF7-HSEwt disminuyó 0.3 
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veces (Figura 24A, carril 7).  Sin embargo, cuando el competidor HSEmt* fue usado 

en una concentración 200 veces mayor al HSEwt marcado con biotina, se observó 

que este competidor tampoco fue capaz de impedir la formación del complejo 

rEhHSTF7-HSEwt (Figura 24A, carril 8). Con estos resultados podemos determinar 

que las bases 5’-TTC-3’, tienen diferente relevancia para la interacción rEhHSTF7-

HSEwt. El competidor no relacionado y el competidor no específico, no fueron 

capaces de impedir la formación del complejo rEhHSTF7-HSEwt e incluso 

favorecieron la formación de complejos de mayor retardamiento (Figura 24A, carril 

9 y 10). 

8.4 Participación del factor EhHSTF7 en la activación transcripcional del gen 

EhPgp5 en trofozoítos cultivados con emetina 

8.4.1 Expresión del factor EhHSTF7 en trofozoítos de E. histolytica cultivados con 

emetina 

Con la finalidad de conocer el patrón de expresión del factor EhHSTF7 en trofozoítos 

cultivados con  8 µM de emetina durante 8, 16, 24, y 48 h; primeramente, se evaluó 

la viabilidad de los trofozoítos de E. histolytica bajo estas condiciones de cultivo. Los 

resultados mostraron la disminución de la viabilidad, la cual fue mayor conforme 

avanzó el tiempo de cultivo con emetina (Figura 25A). Así, los trofozoítos cultivados 

por 8, 16, 24, y 48 h con emetina mostraron un 90%, 76%, 64%, y 55% de viabilidad, 

respectivamente (Figura 25A). El porcentaje de viabilidad se calculó tomando como 

el 100% trofozoítos control que no fueron cultivados con emetina. Estos resultados 

mostraron que los trofozoítos de E. histolytica cultivados con emetina presentan 

hasta 50% de viabilidad a las 48 h de cultivo.  
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Figura 25. El factor EhHSTF7 se sobreexpresa en trofozoítos en respuesta a la emetina. 

(A) Viabilidad de trofozoítos cultivados con emetina durante 8, 16, 24, y 48 h. (B) Expresión 

relativa del mRNA de trofozoítos cultivados con 8 µM de emetina durante 8, 16, 24, y 48 h. 

(C) Western blot usando el anticuerpo específico αEhHSTF7 en extractos totales de 

trofozoítos cultivados con emetina durante 8, 16, 24, y 48 h. (D) Análisis semi-cuantitativo 

de la expresión de la proteína EhHSTF7 en extractos totales de trofozoítos cultivados con 

emetina durante 8, 16, 24, y 48 h. ***p<0.001. 

La expresión del mRNA en trofozoítos cultivados con emetina mostró que el fármaco 

antiamibiano, induce la expresión del transcrito del gen Ehhstf7 de forma tiempo 

dependiente, ya que a las 8, 16, y 24 h, mostró un incremento de siete, 18, y 68 

veces más que en trofozoítos sin emetina. Sin embargo, en trofozoítos cultivados 

con emetina por 48 h se observó una importante disminución en la expresión del 

mRNA de este gen, la cual fue similar a la obtenida en trofozoítos sin emetina 

(Figura 25B).  
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La expresión de EhHSTF7 también se evaluó a nivel de proteína mediante ensayos 

de Western blot. Los resultados demostraron que hay una correlación en la 

expresión del factor EhHSTF7 a nivel de mRNA y proteína en trofozoítos cultivados 

con emetina, ya que en extractos totales de trofozoítos cultivados con emetina por 

8 h se obtuvo una expresión de la proteína EhHSTF7 cinco veces mayor en relación 

a la expresión obtenida en trofozoítos control sin emetina;  mientras que a las 16 h 

de cultivo se observó una expresión seis veces mayor comparada con los trofozoítos 

control. Interesantemente, la mayor expresión de la proteína EhHSTF7 se detectó 

al igual que con el mRNA a las 24 h de cultivo con emetina, presentando una 

expresión 15 veces mayor que en los trofozoítos control. No obstante, a las 48 h 

mostró una expresión similar a la obtenida en trofozoítos sin emetina (Figura 25C, 

25D). Con estos resultados pudimos determinar que el factor EhHSTF7 en 

trofozoítos cultivados con emetina, presenta los mayores niveles de expresión de 

mRNA y proteína, a las 24 h de cultivo, por lo que este tiempo se estandarizó para 

realizar los ensayos de silenciamiento. 

8.4.2 Efecto del silenciamiento del factor EhHSTF7 en la expresión del EhPgp5 

La estandarización del silenciamiento del gen Ehhstf7 con los siRNAs siRNA566, 

DsiRNA67 y DsiRNA467, se realizó en trofozoítos cultivados con emetina por 24 h. 

La expresión del mRNA en trofozoítos cultivados con emetina mostró que el cultivo 

con el siRNA566, con el DsiRNA67 y con el DsiRNA467 por 24 h, disminuye 35, 42, 

y 46 veces, respectivamente, la expresión del gen Ehhstf7 comparada con la 

expresión en trofozoítos solamente con emetina (Figura 26). En el control de 

silenciamiento, el siRNAnr mostró una expresión del mRNA del factor Ehhstf7 

similar a la de trofozoítos solamente con emetina, demostrando que la disminución 

en la expresión del mRNA de Ehhstf7 se debe al efecto de los siRNAs y no a la 

técnica en general. Así, se determinó que el DsiRNA467 es el que presentó un 

mayor silenciamiento del gen Ehhstf7 bajo estas condiciones.  
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Figura 26. Efecto del silenciamiento con siRNAS en la expresión del mRNA del factor 

EhHSTF7. (A) Corrimiento electroforético de la qRT-PCR del mRNA del factor Ehhstf7 en 

trofozoítos cultivados durante 24 h con emetina, con emetina y siRNA566, con emetina y 

DsiRNA67, con emetina y DsiRNA467, y con emetina y siRNAnr. (B) Análisis cuantitativo 

de la expresión del mRNA del factor Ehhstf7 en trofozoítos cultivados durante con emetina 

y siRNAs. ****p<0.0001.  

Ahora bien, para evaluar la posible participación del factor EhHSTF7 en la 

regulación transcripcional del gen EhPgp5, se determinó la expresión de este gen 

en trofozoítos cultivados durante 24 h con emetina y con el DsiRNA467. Para lo cual 

primero se evaluó la viabilidad de los trofozoítos cultivados bajo las condiciones 

antes mencionadas. Los resultados mostraron una disminución de la viabilidad 

celular del 16 % en los trofozoítos incubados con el DsiRNA467 y emetina, 

comparada con la viabilidad de los trofozoítos cultivados únicamente con emetina 

(Figura 27A). Mientras que, la viabilidad de los trofozoítos cultivados durante 24 h 

con emetina y el siRNAnr, no mostró diferencia significativa con la viabilidad de los 

trofozoítos cultivados solo con emetina. Lo que muestra que la disminución de la 
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viabilidad observada en trofozoítos cultivados con el DsiRNA467, se debe al 

silenciamiento del gen Ehhstf7. 

Al evaluar la expresión del mRNA del gen EhPgp5 en trofozoítos cultivados durante 

24 h con emetina y con el DsiRNA467 se encontró que la expresión del mRNA 

disminuyó 36 veces comparado con la expresión en trofozoítos cultivados 

solamente con emetina por 24 h. Por el contrario, la expresión del mRNA en 

trofozoítos cultivados durante 24 h con emetina y con el siRNAnr no mostró 

diferencia significativa en la expresión del gen EhPgp5 comparado con la de 

trofozoítos cultivados solamente con emetina por 24 h (Figura 27B, 27C). La 

disminución en la expresión del gen EhPgp5 en trofozoítos cultivados con emetina 

y el DsiRNA467, se corroboró por medio de Western blot. Se observó que la 

expresión de la proteína EhPGP5 en trofozoítos con el factor EhHSTF7 silenciado, 

muestra una disminución de 3 veces comparada con la expresión en trofozoítos 

cultivados con emetina y sin silenciar, mientras que la expresión de la proteína 

EhPGP5 en trofozoítos cultivados con emetina y el siRNAnr fue similar a la obtenida 

en los en trofozoítos cultivados con emetina y sin silenciar el factor EhHSTF7 (Figura 

27D, 27E). Estos resultados demuestran que el factor EhHSTF7 está involucrado 

en la regulación transcripcional del gen EhPgp5 en trofozoítos cultivados con 

emetina, ya que su silenciamiento inhibe la expresión del gen EhPgp5. 
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Figura 27. Expresión de EhPgp5 en trofozoítos con el factor EhHSTF7 silenciado. (A) 

Viabilidad de trofozoítos cultivados con emetina, con emetina y DsiRNA467, y con emetina 

y siRNAnr durante 24 h. (B) Corrimiento electroforético de la qRT-PCR del mRNA de los 

genes Ehhstf7 y EhPgp5 en trofozoítos cultivados con emetina, con emetina y DsiRNA467, 

y con emetina y siRNAnr durante 24 h. (C) Análisis cuantitativo de la expresión del mRNA 

de los genes Ehhstf7 y EhPgp5 en trofozoítos cultivados con emetina, con emetina y 
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DsiRNA467, y con emetina y siRNAnr durante 24 h. (D) Western blot usando los anticuerpos 

específicos αEhHSTF7, αEhPGP5 y  αGAPDH en extractos totales de trofozoítos cultivados 

con emetina durante 24 h. (E) Análisis semi-cuantitativo de la expresión de la proteína 

EhHSTF7 y EhPGP5 en extractos totales de trofozoítos cultivados con emetina durante 24 

h. ****p<0.0001. 

8.5 Análisis del interactoma in silico de EhHSTF7 y confirmar su asociación con 

alguna de las proteínas identificadas 

8.5.1 Interactoma de la proteína EhHSTF7 

El interactoma in silico de la proteína EhHSTF7, se obtuvo en el programa STRING 

11.0 (Figura 28). Las posibles interacciones  con proteínas de E. histolytica con un 

Score mayor a 0.700, fueron proteínas reguladoras de la transcripción (Sir2), HSPs, 

cinasas y proteínas similares a ubiquitina (Tabla 12). La posible interacción de 

EhHSTF7 y las HSPs, es de particular interés para nuestro grupo de trabajo, ya que 

están involucradas en la regulación del estado activo de los HSFs en la respuesta 

al estrés (Morimoto, 1998).  

 

Figura 28. Posibles interacciones proteicas de EhHSTF7. La proteína EhHSTF7 se 

representa con un círculo rojo. Las proteínas son representadas con círculos de colores, 

los círculos con una imagen dentro, representan proteínas con estructura cristalizada 
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reportada. El grueso de las líneas indica el nivel de confianza de la interacción (Score). Se 

indica el número de acceso (ID) en AmoebDB de las proteínas. 

Tabla 12. Posibles interacciones proteína-proteína de EhHSTF7 

AmoebaDB ID Proteína Score 

EHI_151300 regulador transcripcional Sir2  0.876 

EHI_007500 regulador transcripcional Sir2 0.873 

EHI_037230 proteína chaperona; proteína de choque 
térmico 70 (HSP70) 

0.851 

EHI_073650 Ser/Thr cinasa; subfamilia MAP cinasa 0.850 

EHI_194420 proteína con dominio de cinasa 0.850 

EHI_163480 proteína de choque térmico de 90 kDa 
(HSP90), putative 

0.816 

EHI_102270 proteína de choque térmico de 90 kDa 
(HSP90), putative 

0.765 

EHI_196940 proteína de choque térmico de 90 kDa 
(HSP90), putative 

0.765 

EHI_170060 proteína similar a ubiquitina 0.704 

 

8.5.2 Interacción in vivo de las proteínas EhHSTF7-EhHSP70 

Se ha demostrado que la unión al DNA y la capacidad transcripcional de los HSFs 

son inhibidas a nivel intermolecular por chaperonas como la HSP90 y HSP70, entre 

otras (Naidu & Dinkova-Kostova, 2017). Por tal motivo, se evaluó si existe 

interacción in vivo EhHSTF7-EhHSP70 por Inmunofluorescencia indirecta. Los 

resultados mostraron, que ambas proteínas se expresan tanto en el núcleo, como 

en el citoplasma de manera basal en trofozoítos sin emetina (Figura 29A), de 
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manera interesante en el núcleo se observa la co-localización EhHSTF7-EhHSP70, 

mientras que en el citoplasma esta co-localización no se observa, la cual se puede 

deber a la baja expresión del factor EhHSTF7 en condiciones sin estrés.   

En trofozoítos cultivados con emetina se observa un aumento de la señal de ambas 

proteínas, la proteína EhHSTF7 en núcleo y citoplasma, mientras que la proteína 

EhHSP70 se observa principalmente en el citoplasma (Figura 29B); por lo que no 

se observa la co-localización de ambas proteínas, esto puede deberse a la actividad 

de ambas proteínas en condiciones de estrés, el factor EhHSTF7 lleva a cabo su 

actividad transcripcional en el núcleo y la proteína EhHSP70 como chaperona en el 

citoplasma. Para corroborar los resultados obtenidos, se utilizaron trofozoítos 

cultivados con emetina y con el DsiRNA467, se observó una expresión similar a la 

observada con emetina solamente, sin embargo, ambas proteínas se localizan tanto 

en el núcleo como en el citoplasma, y se observa co-localización en  el núcleo 

(Figura 29C); el silenciamiento del factor EhHSTF7 con el DsiRNA467 podría inducir 

la inhibición de este factor. En trofozoítos cultivados con emetina y con el siRNAnr, 

las proteínas EhHSTF7 y EhHSP70 muestran una expresión y localización similar a 

la de trofozoítos cultivados con emetina solamente. 



96 

 

 

Figura 29. Localización in vivo por inmunofluorescencia del factor EhHSTF7 y la proteína 

EhHSP70. (A) Trofozoítos sin emetina y sin siRNA. (B) Trofozoítos con emetina por 24 h. 

(C) Trofozoítos con emetina y DsiRNA467. (D) Trofozoítos con emetina y siRNAnr. DAPI, 

tinción de núcleos. Escala 20 µm; acercamiento 10 µm. 
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9. Discusión 

En este trabajo se determinó que el factor EhHSTF7 interacciona con las bases 

complementarias 5’-GAA-3’ del elemento HSE del promotor del gen EhPgp5. 

Asimismo, se demostró que el silenciamiento de EhHSTF7 disminuye la expresión 

del gen EhPgp5 en trofozoítos cultivados con emetina, y se observó que la proteína 

EhHSP70 no co-localiza con el factor EhHSTF7 en trofozoítos cultivados con 

emetina. El modelo 3D de la estructura del factor EhHSTF7 mostró que el DBD es 

altamente conservado, formado por el motivo hélice-giro-hélice característico de la 

familia HSF; el DBD del factor EhHSTF7 así como el de diferentes HSFs forman 

una estructura compacta globular formada por 4 hojas β antiparalelas, 3 ⍺ hélices y 

un bucle flexible localizado entre las hojas β 3 y 4 (Harrison et al., 1994; Vuister et 

al., 1994).  

El DBD es considerado el dominio característico de los HSFs, por lo que el factor 

EhHSTF7 pertenece a esta familia de proteínas, de acuerdo a los resultados El 

acoplamiento molecular del factor EhHSTF7  con el elemento HSE del gen EhPgp5, 

demostró que este factor interacciona con las bases complementarias 5’-GAA-3’ del 

HSE a través de los residuos Ser69 y Arg72, localizados en la  ⍺ hélice 3 del DBD. 

El análisis de la interacción proteína-DNA de los HSFs mediante ensayos in silico 

no se ha reportado hasta el momento. Sin embargo, aunque existe muy poca 

información acerca de la estructura de los HSFs, la estructura cristalográfica del 

DBD en complejo con un HSE de tres HSFs ha sido reportada. La estructura del 

DBD del HSF de Kluyveromyces lactis (KlHSF) en complejo con la secuencia 

canónica 5’- ggTTCtaGAAcc-3’, reveló que la ⍺ hélice 3 del DBD interacciona con 

el surco mayor del DNA, el residuo conservado Arg interacciona mediante dos HB 

con la G, mientras que el residuo conservado Ser interacciona con la T 

complementaria de la segunda A del motivo 5’-GAA-3’ (Littlefield & Nelson, 1999).  

La estructura cristalizada del DBD del HSF2 de Homo sapiens (HsHSF2) unido a la 

secuencia HSE, 5’-ggTTCtaGAAcc-3’, mostró un dímero HSF2 unido al HSE, a 
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través de HB entre el residuo altamente conservado Arg63 y la G del motivo 5’-

nGAAn-3’.  El residuo Arg63 se localiza en la ⍺ hélice 3 y éste se inserta en el surco 

mayor del DNA (Jaeger et al., 2016). El DBD cristalizado del HSF1 de Homo sapiens 

(HsHSF1) con el HSE 5’-ggTTCtaGAAcc-3’, demostró que el DBD interacciona con 

el motivo 5’-GAA-3’ mediante la altamente conservada ⍺ hélice 3, el cual se inserta 

en el surco mayor del DNA; el residuo Arg71 interacciona por dos HB con la base 

G, además el residuo Ser68 estabiliza la interacción del residuo Arg71 mediante la 

interacción con las bases complementarias TT de las bases AA del motivo 5’-GAA-

3’ (Neudegger et al., 2016). 

Los residuos en la α hélice 3 del DBD de los HSFs que interaccionan con el DNA 

son altamente conservados, los residuos Ser y Arg localizados en la ⍺ hélice 3 han 

sido identificados en diferentes HSFs (Sakurai & Enoki, 2010). Interesantemente, el 

factor EhHSTF7 contiene los residuos Ser y Arg en la ⍺ hélice 3 del DBD, y a través 

de análisis in silico en este trabajo se encontró que estos residuos pueden estar 

interaccionando con las bases conservadas del motivo 5’-GAA-3’ del elemento HSE 

del gen EhPgp5. Estos resultados demuestran que el factor EhHSTF7 presenta una 

⍺ hélice 3 del DBD altamente conservada y que es capaz de reconocer al motivo 

conservado 5’-GAA-3’, lo que sugiere que es un factor de transcripción con la 

habilidad de unirse al DNA.  

El análisis de la secuencia genómica del factor Ehhstf7, demostró la presencia de 

una secuencia intrónica de 68 pb localizado en el extremo 5’; mediante PCR de 

punto final se comprobó la presencia de este intrón. El parásito E. histolytica 

presenta un porcentaje bajo de intrones, solamente el 25 % de los genes 

identificados hasta el momento presenta al menos un intrón (Loftus et al., 2005). La 

presencia de intrones en los genes Ehhstfs es una característica altamente 

conservada en la familia de genes hsfs, ya que en los genes caracterizados se ha 

observado la presencia de estas secuencias (Zafar et al. 2016). La relevancia de las 

secuencias intrónicas en el papel de los HSFs, se ha estudiado en diversos 

organismos; se ha encontrado que el gen hsf2 de mamíferos, se expresa como 2 
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proteínas distintas y que estas isoformas son reguladas de forma tejido-dependiente 

(Goodson et al., 1995; Gómez-Pastor et al., 2018). En el parásito S. mansoni el HSF 

se puede expresar con 4 isoformas, esta diversidad estructural podría ayudar en 

este parásito a modular procesos específicos de la etapa larvaria o de lombriz adulta 

(Ram et al., 2004). Resulta interesante estudiar más a detalle la regulación del 

mRNA del factor EhHSTF7. 

Por otro lado, el factor EhHSTF7 recombinante fue purificado por cromatografía de 

afinidad y por exclusión de tamaño, en estado monomérico y oligomérico. La 

activación de los HSFs ocurre vía la homotrimerización y esta modificación puede 

ocurrir en solución sin otros factores o DNA (Larson et al., 1995). La proteína HSF1 

de Arabidopsis thaliana (AtHSF1) fue clonada y purificada, en geles SDS-PAGE se 

pudo observar la proteína en su forma monomérica; sin embargo, al analizar la 

proteína AtHSF1 en geles nativos es posible observar a la proteína recombinante 

en su conformación oligomerizada, lo que corrobora la capacidad de esta familia de 

factores de transcripción de oligomerizar in vitro (Höbel & Schöffl, 1994). Se ha 

reportado que la proteína recombinante HsHSF1 fue purificada por cromatografía 

de afinidad principalmente como monómero, mientras que el dímero y el trímero 

fueron obtenidos en menor concentración (Zuo et al., 1994; Hentze et al., 2016). El 

HSF1 de ratón (MmHSF1) también ha sido purificado sin condiciones de estrés, 

obtenido principalmente en su conformación monomérica, mientras que la 

conformación oligomerizada fue observada en una concentración muy baja (Ahn & 

Thiele, 2003). 

Anteriormente, se realizó la inmunodetección del factor EhHSTF7 en trofozoítos sin 

estrés, bajo estas condiciones se inmunodetectó una proteína de 102 kDa, tanto en 

la fracción citoplásmica como en el núcleo (Bello, 2016). En este trabajo se 

purificaron e inmunodetectaron usando el mismo anticuerpo dos proteínas de 24 y 

72 kDa, esta diferencia en el peso molecular se puede deber principalmente a la 

ausencia de fosforilación del factor EhHSTF7 en las bacterias E. coli C41 y a las 

diferentes  condiciones de obtención de las proteínas que pueden favorecer una u 
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otra conformación como el pH de las soluciones y las diferentes interacciones que 

pueden llevarse a cabo en dos organismos diferentes como E. histolytica y E. coli. 

Debido a la importancia que tiene la oligomerización en la activación de los HSFs, 

se evaluó el estado de oligomerización in vitro de la proteína rEhHSTF7, y se 

identificó por medio de espectrofluorometría de residuos aromáticos, que esta 

proteína cambió su estado de oligomerización en respuesta al estrés térmico y al 

aumento en la concentración de proteína.  

Diferentes autores han observado estos cambios conformacionales en respuesta al 

estrés y a la concentración de proteínas. La proteína AtHsfA1a es inducida in vitro 

de monómero a trímero en respuesta a diversas condiciones de estrés; como estrés 

térmico, cambios en pH, peróxido de hidrógeno, y altas concentraciones de 

proteína; estos datos revelaron que la proteína AtHsfA1a es capaz de reconocer 

directamente el estrés y este proceso es dependiente de la concentración de 

proteína (Liu et al., 2013). La capacidad de reconocer el estrés directamente in vitro 

se ha demostrado en diferentes HSFs; el estrés térmico, peróxido de hidrógeno, y 

la alta concentración de proteína inducen la trimerización reversible del factor 

DmHSF in vitro, mientras que otras condiciones estrés no afectan el estado 

conformacional del factor DmHSF, lo que indica que existen diferentes mecanismos 

de reconocimiento del estrés (Zhong et al., 1998).  

El factor HSF de levadura se trimeriza in vitro en respuesta al estrés térmico y al 

anión superóxido; asimismo se demostró que un bucle flexible que se localiza entre 

el DBD mínimo y la región adyacente al DO, es el responsable de este cambio 

conformacional (Lee et al., 2000). Dentro de esta región se localiza el residuo Cys, 

que se ha demostrado en diferentes HSFs como el responsable de reconocer 

diferentes condiciones de estrés; como el estrés térmico y el peróxido de hidrógeno; 

en el DBD del HSF1 de mamífero se localizan dos residuos Cys que forman un 

puente disulfuro sensible al estado redox del ambiente, HSF1 de mamífero que 

carecen de uno o ambos residuos Cys son incapaces de trimerizarse en respuesta 

al estrés (Ahn & Thiele, 2003). La interacción proteína-DNA entre el factor EhHSTF7 
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y el elemento HSE del promotor del gen EhPgp5 fue obtenida in vitro, en donde 

ensayos de retardamiento corroboraron que la interacción era específica y que el 

motivo 5’-GAA-3’ es necesario para el reconocimiento proteína-DNA. Además, se 

determinó que el factor rEhHSTF7 se une al elemento HSE en función de la 

concentración de proteína.  

La unión al HSE se ha descrito para diferentes HSFs; el factor ScHSF se une 

específicamente al elemento HSE del promotor del gen Hsp82, la señal del complejo 

ScHSF-HSE es mayor en relación al incremento de concentración del factor ScHSF 

(Erkine et al., 1999). La unión del factor KlHSF a un HSE con tres repetidos 5’-GAA-

3’ fue obtenida mediante ensayos de retardamiento proteína-DNA, complejos de 

mayor retardamiento se observaron cuando se incrementó la concentración del 

factor KlHSF, en este trabajo los autores explicaron que esto sugería que la proteína 

oligomerizada estaba uniéndose al HSE y que la oligomerización estaba 

relacionada con el aumento en la concentración de KlHSF (Cicero et al., 2001). Otro 

análisis realizado con el factor HsHSF1 en el que se unía al HSE del gen Hsp70, 

demostró que la interacción era dependiente de la concentración del factor HsHSF1, 

además se obtuvieron complejos de mayor retardamiento cuando la concentración 

de HsHSF1 incrementó (Westerheide et al., 2009).  

En organismos eucariotas, los HSFs están involucrados en la regulación de la 

respuesta al estrés a través de la activación transcripcional de genes de estrés. En 

este trabajo determinamos que el factor rEhHSTF7 se une al elemento HSE del gen 

mdr EhPgp5 in vitro, además las bases complementarias 5’-GAA-3’ son necesarias 

para la interacción proteína-DNA. Diferentes estudios han determinado la 

importancia de las bases 5’-GAA-3’ para la interacción HSF-HSE, mediante ensayos 

de retardamiento, además de la cristalización HSF-HSE. La afinidad de unión del 

ScHSF con el HSE del gen Hsp82 fue significativamente reducida por la mutación 

del nucleótido G del motivo 5’-GAA-3’ del HSE (Erkine  et al., 1999).  Otro estudio 

realizado también con el ScHSF, demostró que el factor se une a la secuencia HSE 

consenso 5’-nGAAnnTTCn-3’, sin embargo no fue capaz de unirse al elemento HSE 
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mutante 5’-nGAAnnGGCn-3’, revelando la importancia de las bases 5’-GAA-3’ 

complementarias del HSE en la interacción proteína-DNA (Chen & Parker, 2001). 

El análisis de la interacción de los HSFs de Saccharomyces y Drosophila con las 

bases 5’-AGAAT-3’, se realizó mediante ensayos de retardamiento y mutantes de 

cada uno de los cinco nucleótidos, el oligonucleótido con la base G mutada mostró 

la menor afinidad por la unión con ambos HSFs, mientras que los oligonucleótidos 

con la A3 y la A4 mutada también mostraron una menor afinidad por ambos HSFs 

comparada con la afinidad del oligonucleótido wild type. La mutación de los 

nucleótidos 5’-GAA-3’ reduce significativamente la afinidad de unión con los HSFs 

de Saccharomyces y Drosophila (Xiao et al., 1991; Fernandes et al., 1994). 

Mediante ensayos de retardamiento se demostró la importancia de la base G en la 

interacción HSF-HSE, usando el HsHSF1 expresado en E. coli se observó que el 

HsHSF1 muestra diferente afinidad de unión por mutantes del HSE del gen Ha 

hsp17.7 G4, siendo las mutantes que no contienen el nucleótido G las que muestran 

una unión reducida con el HsHSF1 e incluso no se forma el complejo HSF-HSE 

(Almoguera et al., 1998). Las bases 5’-GAA-3’ en la interacción HSF-HSE son 

relevantes, sin embargo, cada una de estas bases tiene un impacto o función 

diferente dentro de la interacción proteína-DNA.  

El silenciamiento de la expresión de genes mediante RNAs de interferencia 

pequeños (siRNAs) sintetizados químicamente ha demostrado ser una herramienta 

específica y eficiente para inhibir la expresión de genes cuándo son introducidos en 

el parásito E. histolytica (Vayssié et al., 2004). En trofozoítos de E. histolytica, se 

demostró que un siRNA dúplex de 22 nt específico del mRNA del gen γ-tubulina en 

una concentración final de 10 µg/ml e introducido por soaking en los trofozoítos, fue 

capaz de silenciar la expresión de γ-tubulina, el 70% de trofozoítos cultivados con 

el siRNA, mostraron desorganización en la estructura de microtúbulos, además los 

niveles de mRNA y proteína de γ-tubulina en trofozoítos cultivados con 5 µg/ml de 

siRNA disminuyeron 51 y 90% en comparación con trofozoítos control; como control 
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del experimento usaron el siRNA no relacionado del mRNA del gen gfp, el cual no 

mostró cambios en los niveles de expresión de γ-tubulina (Vayssié et al., 2004).  

En este trabajo se demostró que los siRNAs; siRNA566, DsiRNA67, y DsiRNA467 

disminuyen 35, 42, y 46 veces la expresión del mRNA el gen Ehhstf7, 

respectivamente en comparación con trofozoítos control (cultivo con emetina). Por 

otro lado, se observó la disminución de la viabilidad de trofozoítos cultivados con 

emetina cuándo se colocaron los siRNAs en el cultivo comparada con trofozoítos 

control. Anteriormente, se había silenciado el gen Ehhstf7 usando el siRNA566 de 

25 nt y se observó una disminución de 27 veces la expresión del mRNA en 

trofozoítos cultivados con emetina (Rojas, 2017). En el presente trabajo además del 

siRNA566 se usaron el DsiRNA67 y el DsiRNA467 de 27 nt, los cuales mostraron 

un silenciamiento mayor del factor EhHSTF7 tanto a nivel de mRNA como de 

proteína; en el parásito E. histolytica los RNAs pequeños endógenos tienen un 

tamaño de 27 nt, por lo que el aumento en la eficiencia del silenciamiento del 

DsiRNA67 y DsiRNA467, puede deberse a la similitud en tamaño de estas 

secuencias con los siRNAs endógenos de este parásito (Zhang et al., 2011).  

El gen EhPgp5 está involucrado en el fenotipo MDR en E. histolytica en respuesta 

a la emetina (López-Camarillo et al., 2003; Bañuelos et al., 2004; Nieto et al., 2005). 

Sin embargo, la regulación transcripcional detrás de este proceso es desconocida 

hasta el momento; la presencia de un elemento HSE funcional en la región 

promotora del gen EhPgp5, sugiere la regulación por parte de factores de 

transcripción HSF (Orozco et al., 2002; Nieto et al., 2005; Nieto et al., 2017). En este 

trabajo se observó que el factor de transcripción EhHSTF7, está involucrado en la 

regulación de la expresión de EhPgp5 en trofozoítos cultivados con emetina; al 

silenciar el gen Ehhstf7 la expresión de EhPgp5 disminuye en comparación con la 

expresión en trofozoítos que no tienen silenciado el gen Ehhstf7. La activación 

transcripcional de genes de estrés por parte de los HSFs en respuesta a condiciones 

específicas de estrés, se ha demostrado mediante diferentes enfoques.  
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El factor HsHSF1 participa en la sobre-expresión del gen selenof, durante el 

tratamiento con selenato y tunicamicina en células de riñón y neuroblastoma de 

ratón; la sobreexpresión del factor HsHSF1 en estas células incrementó la actividad 

del promotor, además de los niveles de mRNA y proteína de Selenof. Así como la 

sobre-expresión y/o el silenciamiento del factor HsHSF1 mostraron un incremento 

o disminución significativa en la transcripción de selenof durante el tratamiento con 

selenato o tunicamicina (Ren et al., 2019). En otro estudio realizado en hojas de A. 

thaliana, se observó que el gen pdf incrementa su expresión en hojas con los 

factores AtHsfB1 y AtHsfB2b mutados, esto se observó tanto en las hojas que tenían 

mutado cada uno de estos factores como en las hojas que contenían ambos factores 

mutados, en presencia del hongo A. brassicicola y/o ácido jasmónico comparados 

con las hojas con los factores wild type; este es un ejemplo de regulación negativa 

dependiente de un HSF en plantas en respuesta a un estímulo biótico o abiótico 

(Kumar et al., 2009).  

En ratones ICR se silenció el factor HSF1 con siRNAs, posteriormente, mediante 

análisis de microarreglos se observó que el silenciamiento del HSF1 inhibió la 

transcripción de diferentes miembros de la familia HSP, además, el silenciamiento 

de HSF1 disminuyó la termo-tolerancia al estrés térmico en ratones, ya que la 

mortalidad aumentó después del tratamiento de hipertermia (Yin et al., 2005). En la 

línea celular RKO de carcinoma de colon se silenció el factor HSF1 con siRNAs, se 

observó que este factor es necesario para la inducción transcripcional de las HSPs, 

HSP40 y HSP70 en respuesta al 4-hidroxinonenal, además, la inhibición de la 

expresión de estas proteínas correlacionó con un incremento en la apoptosis de las 

células en respuesta al 4-hidroxinonenal (Jacobs & Marnett, 2007). En este trabajo 

se observó que en trofozoítos con el factor EhHSTF7 silenciado y con una baja 

expresión de la EhPGP5, la viabilidad celular en respuesta a la emetina disminuyó 

de manera significativa con el DsiRNA467, el cuál mostró la mayor capacidad de 

silenciar el factor EhHSTF7. 
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La proteína HSP70 lleva a cabo el plegamiento de proteínas desnaturalizadas para 

minimizar la degradación proteolítica como parte de la respuesta de estrés térmico 

(Shamovsky & Nudler, 2008). En este trabajo mediante análisis in silico del 

interactoma del factor EhHSTF7, se predijo la interacción con las HSPs que forman 

el complejo regulador de las HSFs; HSP40, HSP70, y HSP90 (Gómez-Pastor et al., 

2018). Sin embargo, sólo se pudo obtener la co-localización del factor EhHSTF7 

con la proteína EhHSP70 en trofozoítos cultivados con emetina; en estos resultados 

se observó que estas proteínas no co-localizan en  el núcleo de trofozoítos 

cultivados con emetina, mientras que estas proteínas co-localizan en el núcleo de 

trofozoítos control (sin estrés) y trofozoítos con el EhHSTF7 silenciado. 

En diferentes organismos, la proteína HSP70 regula la actividad de los HSFs como 

parte de un multicomplejo, secuestrando a los monómeros y trímeros de estos 

factores de transcripción (Baler et al., 1996; Guo et al., 2001). La sobreexpresión de 

HSP70 en la línea celular PEER de humano redujo la activación de HsHSF1 

después del estrés térmico. La activación de HsHSF1 en respuesta al tratamiento 

con arseniato de sodio o azetidina fue reprimida en células que expresan HSP70 en 

comparación con células control no transfectadas. Estos resultados sugieren que 

HSP70 tiene un papel activo en mantener a HSF1 en una conformación inactiva 

(Mosser et al., 1993).  

En A. thaliana se realizó el silenciamiento mediante un plásmido anti-sentido 

específico del gen hsp70. En las plantas transfectadas, el gen hsp70 no fue inducido 

por el estrés térmico y el nivel de proteína HSP70 fue significativamente reducido; 

la termo-tolerancia en las plantas anti-sentido se redujo 2 °C en comparación con 

las plantas wild type, además el tiempo para inactivar el hetero-trimero de AtHSF1 

fue significativamente mayor en las plantas anti-sentido indicando que HSP70 

participa en la rápida inactivación de HSF1 después del estrés térmico (Lee & 

Schöffl, 1996). Durante la atenuación de la respuesta de estrés térmico, la 

transcripción de genes de estrés térmico regresa a niveles basales y el HSF1 a su 

conformación monomérica; estos eventos coinciden con los altos niveles de HSP70 
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y otras HSPs. La sobre-expresión de HSP70 en la línea celular HeLa reprime la 

actividad transcripcional de HSF1 endógeno y transfectado, HSP70 interacciona 

directamente con el dominio de transactivación de HSF1 y reprime la transcripción 

de genes de estrés térmico (Shi et al., 1998). 

Se ha observado que el factor HSF1 de S. cerevisiae interacciona basalmente con 

la proteína chaperona HSP70 y mediante co-inmunoprecipitación se observó que 

estas proteínas se disocian durante el estrés térmico y que HSP70 es capaz de 

inhibir el crecimiento celular causado por la sobre-expresión de HSF1; lo que 

representó la primera evidencia de una chaperona represora que regula 

directamente la actividad de ScHSF1 (Zheng et al., 2016). Posteriormente, se 

predijo que ScHSF1 no es capaz de inactivarse en ausencia del transcrito de hsp70; 

ensayos in vitro mostraron que HSP70 se une al dominio CE2 de ScHSF1 localizado 

en el extremo C-terminal, y que al deletar el dominio CE2 se incrementa la actividad 

basal de ScHSF1 y se obtuvo un retraso en la inactivación de ScHSF1 durante el 

estrés térmico (Krakowiak et al., 2018). En nuestro trabajo se demostró la co-

localización en el núcleo de EhHSTF7 y EhHSP70 en trofozoítos cultivados en 

condiciones basales, mientras que se observa la pérdida de co-localización de estas 

proteínas en respuesta a la emetina, lo que podría indicar que EhHSP70 no es 

requerido en el núcleo en esta condición de estrés.    

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que el factor EhHSTF7 se une al 

elemento HSE funcional de la región promotora del gen EhPgp5, además se 

determinó la importancia del motivo 5’-GAA-3’ complementario en la interacción 

EhHSTF7-HSE. También se observó que el factor EhHSTF7 se oligomeriza en 

respuesta al estrés térmico y a la concentración de proteína tal como se ha visto 

para otros HSFs; el silenciamiento de EhHSTF7 en trofozoítos cultivados con el 

antiamebiano emetina induce una disminución significativa del gen EhPgp5. Por 

último, se observó que EhHSP70 no co-localiza en el núcleo con EhHSTF7 en 

respuesta a la emetina. Los resultados de este proyecto indican que EhHSTF7 

participa en la activación transcripcional del gen EhPgp5 en trofozoítos de E. 
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histolytica en respuesta a emetina. La regulación transcripcional de la respuesta a 

la emetina y el fenotipo MDR en E. histolytica presenta un mecanismo complejo que 

involucra a diferentes factores de transcripción, proteínas remodeladoras de la 

cromatina, regulación de genes mdr, HSPs, entre otros, por lo que es necesario 

realizar más estudios y análisis detallados para descifrar la compleja red de 

regulación detrás del fenotipo MDR en el parásito E. histolytica. 

10. Conclusiones 

1. El  factor EhHSTF7 interacciona in silico con el elemento HSE localizado en 

la región promotora del gen EhPgp5 mediante los residuos Ser69 y Arg72 

localizados en la ⍺ hélice 3 del DBD con las bases complementarias 5’-GAA-

3’ del HSE. 

2. La proteína rEhHSTF7 cambia su estado de oligomerización en respuesta a 

altas concentraciones y al estrés térmico. 

3. El factor rEhHSTF7 reconoce y se une específicamente a la secuencia 5’-

ataGAAatttTTCata-3’ del elemento HSE del gen EhPgp5; las bases 5’-GAA-

3’ del elemento HSE son relevantes para la interacción rEhHSTF7-HSEwt, 

corroborando la información obtenida en la interacción in silico. 

4. El silenciamiento del gen Ehhstf7 con el DsiRNA467 disminuyó la viabilidad 

de los trofozoítos y la expresión del gen EhPgp5 en trofozoítos cultivados con 

emetina, esto sugiere que EhHSTF7 está involucrado en la activación 

transcripcional del gen EhPgp5 en trofozoítos de E. histolytica en respuesta 

a emetina. 

5. El factor EhHSTF7 no co-localiza con la proteína EhHSP70 en el núcleo de 

trofozoítos de E. histolytica cultivados con emetina. 
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11. Perspectivas 

▪ Realizar la mutación dirigida de Ser69 y Arg72, para evaluar la participación 

de los residuos en la interacción EhHSTF7-HSE. 

▪ Evaluar a nivel celular (movilidad, eritrofagocitosis, funcionalidad, etc) las 

alteraciones del silenciamiento de EhHSTF7 en trofozoítos cultivados con 

emetina. 

▪ Analizar la interacción de EhHSTFs y EhHSP70 en trofozoítos cultivados sin 

y con emetina. 

▪ Eliminar el dominio CTA de EhHSTF7 y analizar la interacción con EhHSP70 

y su actividad transcripcional en trofozoítos cultivados con emetina. 

▪ Evaluar la regulación e interacción de EhHSTF7 con otras HSPs en 

trofozoítos cultivados con emetina. 

▪ Analizar la interacción de los EhHSTFs con las chaperonas EhHSP70 y 

EhHSP90 en trofozoítos cultivados con emetina. 

▪ Evaluar el efecto del silenciamiento de los EhHSTFs en el fenotipo MDR en 

trofozoítos cultivados con emetina. 

▪ Búsqueda de otros genes blanco de la regulación por EhHSTF7 en el 

transcriptoma de trofozoítos cultivados con emetina. 
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