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Resumen 

Entamoeba histolytica es responsable de la amibiasis en humanos, que afecta hasta 

el 3.5% de la población mundial. Ha sido considerado un eucariota primitivo debido a 

la ausencia de mitocondria y por su retículo endoplásmico y aparato de Golgi atípicos. 

En eucariotas, la replicación del DNA inicia con el reconocimiento de la secuencia Ori 

por el complejo ORC, que posteriormente recluta a las helicasas MCM. Otras proteínas 

involucradas en la replicación en eucariotas son las DNA polimerasas, el complejo 

GINS, proteínas CDK, PCNA y DNA ligasas. Aunque la maquinaria de replicación está 

bien caracterizada en humano y levadura, se sabe poco de su conformación en E. 

histolytica. Es por ello que decidimos identificar in silico a la maquinaria de replicación 

de este parásito, mediante la base de datos de AmoebaDB, empleando como sondas 

las secuencias de aminoácidos de las proteínas de Homo sapiens y 

Schizosaccharomyces pombe involucradas en la replicación del DNA mediante la base 

de datos AmoebaDB. Además, se analizaron los dominios funcionales y la estructura 

tridimensional de las proteínas identificadas. Los resultados obtenidos mostraron que 

en el genoma de E. histolytica se encuentran codificadas las proteínas necesarias para 

la replicación de sus cromosomas; sin embargo, existen diferencias en la composición, 

la cual parece ser más simplificada, ya que solo codifica en su genoma 43 de las ~63 

proteínas que conforman el replisoma humano. Por otro lado, analizamos los cambios 

de expresión de genes característicos de las diferentes etapas, empleando cultivos de 

trofozoítos privados de suero para sincronizar su replicación y observamos que 

algunos de ellos modifican su expresión de manera cíclica, sugiriendo dos eventos de 

duplicación en un lapso de 24 h. Finalmente, evaluamos la localización de EhPCNA, 

una proteína clave en la replicación del DNA, por medio de ensayos de 

inmunofluorescencia y observamos, durante la depleción de suero, una abundante 

cantidad de proteína en el núcleo de los trofozoítos en comparación con la condición 

basal, para posteriormente cambiar su nivel de expresión conforme transcurre el 

tiempo después de la adición de suero. En conclusión, en este trabajo identificamos 

las proteínas que podrían conformar el replisoma de E. histolytica, lo que nos permitirá 

comprender de una manera más completa el proceso de replicación del DNA en este 

parásito.  
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Abstract 

Entamoeba histolytica is the causative agent of human amebiasis, affecting up to 3.5% 

of the global population. It is considered a primitive eukaryote due to the absence of 

mitochondria and the presence of atypical endoplasmic reticulum and Golgi apparatus. 

In eukaryotes, DNA replication initiates by the recognition of the origin (Ori) sequence 

by the origin recognition complex (ORC), followed by the recruitment of MCM helicases. 

Other essential components of the replication machinery include DNA polymerases, 

the GINS complex, CDKs, PCNA, and DNA ligases. While the replication machinery 

has been well characterized in humans and yeast, its composition in E. histolytica 

remains poorly understood. Therefore, in this study, we performed an in silico 

identification of DNA replication-related proteins in E. histolytica using amino acid 

sequences from Homo sapiens and Schizosaccharomyces pombe as queries in the 

AmoebaDB database. We also analyzed the functional domains and predicted three-

dimensional structures of the identified proteins. Our results indicate that the E. 

histolytica genome encodes homologs of key proteins involved in chromosomal 

replication. However, notable differences were observed: the E. histolytica replisome 

appears to be simplified, encoding only 43 proteins compared to the approximately 63 

components of the human replisome. Furthermore, we analyzed gene expression of 

several replication-associated genes in normal conditions cultured-trophozoites and 

subjected to serum deprivation to synchronize replication. The expression of these 

genes followed a cyclic pattern, suggesting two rounds of DNA replication occur within 

a 24-hour period. Finally, we assessed the localization of PCNA—a key replication 

marker—via immunofluorescence. We observed increased nuclear accumulation of 

PCNA in trophozoites under serum deprivation, with changes in localization following 

serum replenish. In conclusion, our study identifies putative components of the E. 

histolytica replisome and provides insights into the DNA replication dynamics of this 

parasite, laying the groundwork for further functional characterization.
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1. Introducción  

1.1 Entamoeba histolytica 

Entamoeba histolytica es un protozoario anaerobio, no flagelado, pertenece al filo 

Sarcomastigophora y subfilo Sarcodina, clase Lobosea, orden Amoebida y familia 

Entamoebidae (Clark y Diamond, 2002). E. histolytica presenta dos formas: trofozoíto 

y quiste. Los trofozoítos miden aproximadamente de 15 a 20 µm de diámetro (en un 

rango de 10 a 60 μm) (Sodeman, 1996; Centers for Disease Control and Prevention 

[CDC], 2019), tienen forma irregular pleomórfica y alargada, son anaerobios 

facultativos y requieren medios axénicos complejos para su crecimiento. En el 

citoplasma, tienen de uno a varios núcleos con cariosoma central, cromatina periférica 

y las vacuolas pueden contener eritrocitos del huésped (Ravdin y Stauffer, 2005). Los 

trofozoítos son la forma activa, patógena e invasiva del parásito; esta forma se 

encuentra en el lumen del intestino grueso y puede invadir la mucosa intestinal 

causando daño tisular (Espinosa y Martínez, 2000). Por otro lado, los quistes, que son 

la fase infectiva y de resistencia (Fotedar et al., 2007), miden aprox. de 12 a 15 μm de 

diámetro (CDC, 2019), son redondos, están rodeados por una pared de quitina, 

contienen cuatro o menos núcleos, tienen ensamblajes ribosómicos llamados cuerpos 

cromatoidales y tienen una masa de glucógeno cuando son inmaduros (Fleta et al., 

2000).  

1.2 Amebiasis y ciclo de vida de E. histolytica 

E. histolytica es responsable de la amebiasis, una enfermedad intestinal de gran 

impacto en la incidencia de diarrea grave a nivel mundial. La infección comienza 

cuando una persona ingiere quistes maduros de E. histolytica a través de agua o 

alimentos contaminados con materia fecal. Una vez que los quistes son ingeridos, 

llegan al intestino delgado y sufren un proceso llamado desenquistamiento, donde los 

trofozoítos son liberados. Los trofozoítos migran al intestino grueso y se multiplican por 

fisión binaria (Cano y López, 1987). En el colon, los trofozoítos pueden permanecer 

como comensales o bien invadir la mucosa, causando úlceras y disentería e incluso 

provocando enfermedades gastrointestinales severas (Stanley, 2003; Ximénez et al., 

2011). 
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La amebiasis extraintestinal, ocurre después de que los trofozoítos de E. histolytica, 

atraviesan el epitelio intestinal y, a través de los vasos sanguíneos se disemina a otros 

órganos como hígado, pulmón y cerebro. El hígado es el órgano más frecuentemente 

afectado, siendo el absceso hepático amebiano el cuadro clínico más común; el cual 

suele presentarse en aprox. un 5 % de los pacientes con amebiasis intestinal 

sintomática. El absceso hepático se manifiesta con síntomas de fiebre y dolor en el 

hipocondrio derecho (Fleta et al., 2000; Fu et al., 2022). Bajo ciertas condiciones, los 

trofozoítos pueden enquistarse para ser excretados en las heces, condición en la que 

pueden sobrevivir en el ambiente durante semanas, esto para reiniciar el ciclo e 

infectar a nuevos huéspedes (Figura 1) (Ravdin y Stauffer, 2005).  

 

Figura 1. Ciclo de vida de E. histolytica. El ciclo comienza al ingerir los quistes presentes en agua o 
alimentos contaminados (a y b; estos se desenquistan (c) y pueden estar como comensales o bien 
pueden invadir otros órganos o fagocitar eritrocitos (d). Finalmente, algunos trofozoítos pueden 
enquistar y ser excretados en las heces para volver a comenzar su ciclo de vida. Figura tomada de 
Ximénez et al., 2011. 

 

1.3 Epidemiología de la amebiasis  

E. histolytica es responsable de un importante problema de salud mundial, ya que es 

la tercera causa de muerte por infecciones parasitarias que asciende hasta 100,000 

muertes al año (Chou y Austin, 2023). El ~90% de las infecciones por E. histolytica son 

asintomáticas; sin embargo, según datos de la Organización Mundial de la Salud 

(OMS), se estima que, de cada 500 millones de infectados, un 10% aprox. tiene 
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amebiasis invasiva (Rivero et al., 2021; Shirley et al., 2018). En países desarrollados 

como Estados Unidos, las infecciones por amebiasis son raras, ya que representan ~5 

muertes por año y se observan comúnmente en personas expuestas a áreas 

endémicas, como inmigrantes o viajeros recientes (Shirley et al., 2018).  

La amebiasis intestinal se ha descrito especialmente en regiones tropicales y 

subtropicales, sobre todo en condiciones sanitarias deficientes (Stanley, 2003). Los 

países con una alta incidencia de infecciones por amebiasis incluyen regiones de 

África, India y México, así como también América del Sur (Shirley et al., 2018). En 

áreas rurales de México, la seroprevalencia de E. histolytica ha sido reportada hasta 

en un 42% (Chou y Austin, 2023). En cuanto a los factores de riesgo de la infección, 

se relacionan principalmente con la transmisión fecal-oral debido a la mala higiene, la 

defecación cercana a fuentes de agua como ríos y la cercanía de animales (Gómez et 

al., 2007).  

1.4 Genoma de E. histolytica 

El genoma de E. histolytica ha sido objeto de distintas investigaciones para conocer 

tanto su información como la regulación de la expresión de sus genes. La 

secuenciación del genoma se ha logrado mediante distintas aplicaciones y estrategias 

metodológicas, que métodos como la secuenciación shotgun (Clark et al., 2007), la 

incorporación de datos de secuenciación de nueva generación, como de la plataforma 

PacBio, y la técnica de ligación de cromatina Hi-C en el ensamblaje de GenBank 

(Lieberman-Aiden et al., 2009). La primera secuenciación completa del genoma de E. 

histolytica se realizó utilizando la cepa de referencia HM1:IMSS y fue publicada en 

2005 teniendo un ensamble de aprox. 20 Mb (Loftus et al., 2005). Sin embargo, este 

se reanalizó en 2010 por Lorenzi y col. (2010) determinando que el 49% del genoma 

corresponde a genes que codifican proteínas (8200), alrededor del 25% de ellos 

presenta intrones y un 6% de los genes contiene múltiples intrones, lo que sugiere una 

regulación compleja en este parásito (Tabla 1) (Lorenzi et al., 2010). En cuanto a su 

contenido de bases, el genoma de E. histolytica presenta un porcentaje total de AT del 

75% (Lorenzi et al., 2010), lo cual coincide con estimaciones previas que ya se habían 

reportado (~78%) (Dhar et al., 1996). Actualmente, en el estudio más reciente de 

Kawano-Sugaya et al. (2020), reportó que el genoma es de 26.87 Mb y tiene un total 

de ~8,734 genes codificantes. Este genoma se organizó en 38 scalffolds, los cuales 
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son estructuras bioinformáticas ensambladas a partir de fragmentos de DNA (contigs) 

que representan la organización de los cromosomas; ya que existe cierta incertidumbre 

sobre su ploidía, debido a la dificultad para determinar el número exacto de 

cromosomas por su falta de condensación (Kawano-Sugaya et al., 2020). Para estimar 

su número de cromosomas, se ha empleado la electroforesis de campos pulsados 

(PFGE), permitido determinar que se compone probablemente de entre 31-35 

cromosomas (Willhoeft y Tannich, 1999). 

En conjunto, estos estudios han contribuido significativamente a la comprensión del 

genoma de E. histolytica. Por otro lado, no se han identificado secuencias canónicas 

teloméricas, ni el gen de la telomerasa en su genoma (Loftus et al., 2005; Lorenzi et 

al., 2010). Sin embargo, se han identificado proteínas homólogas a los factores de 

repetición telomérica (TRF-like), lo que sugiere mecanismos alternativos para la 

protección y el mantenimiento de los telómeros en este parásito (Rendón-Gandarilla 

et al., 2018). 

Tabla 1. Características generales del genoma de E. histolytica 

Características Descripción 

Cepa de referencia HM1:IMSS 

Tamaño del genoma estimado Inicial: ~20 MB 
Más reciente: 26.87 MB  

No. estimado de genes codificantes   anterior ~8201 (2005); 
actualizado a ~8734 (2020) 

No. estimado de cromosomas  31-35 (estimado por PFGE) 

Tamaño de cromosomas > 300 kb 

Organización actual del genoma 38 andamios (scaffolds) 

Porcentaje codificante del genoma ~49 % 

Genes con intrones ~25 del total 

Genes con múltiples intrones ~6 

Contenido de AT ~75 a 78 % 

Elaborado a partir de Loftus et al., 2005; Lorenzi et al., 2010; Kawano-Sugaya et al., 2020; Dhar et al., 
1996; Willhoeft y Tannich, 1999. 
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1.5 Proceso de división celular de E. histolytica  

Durante la división celular, el DNA debe ser duplicado de manera precisa para 

asegurar que cada célula hija reciba una copia exacta de la información genética. Este 

proceso es complejo y está altamente regulado a través de la participación de diversas 

proteínas (Alberts et al., 2014).  

E. histolytica, se reproduce de manera asexual mediante fisión binaria; este proceso 

ocurre en el intestino grueso en humanos, donde los trofozoítos se multiplican antes 

de transformarse en quistes como parte de su ciclo de vida; cada trofozoíto se divide 

para poder generar dos células hijas idénticas (Byers et al., 2005; Stanley, 2003). A 

diferencia de organismos eucariontes, en E. histolytica no se ha confirmado la 

presencia de una mitosis típica; en cambio, sí se ha visto una división nuclear atípica, 

ya que después del proceso de división celular, las células hijas reciben diferente 

cantidad de DNA. Por lo tanto, esto podría ser una mitosis cerrada y no convencional 

con otros organismos (Singh et al., 2013). También se ha visto que, durante el 

enquistamiento, los núcleos de los trofozoítos pueden dividirse por un proceso mitótico 

para poder generar quistes con cuatro núcleos. Esto demuestra que la división nuclear 

es divergente en E. histolytica (Byers et al., 2005).  

En la actualidad, no se ha reportado meiosis en E. histolytica. Sin embargo, estudios 

previos han identificado la presencia de genes homólogos que están implicados en 

procesos meióticos. Estos genes codifican para enzimas semejantes a la recombinasa 

asociada a recombinación (Dmc1) y Spo11 que participan en procesos de meiosis en 

otros organismos eucariontes. Esto ha generado la hipótesis de que podrían existir 

procesos ancestrales de recombinación o de meiosis críptica, es decir, una meiosis 

que ocurre de manera oculta o de manera no convencional e incluso que ocurre bajo 

ciertas condiciones (Ramesh et al., 2005; Weedall y Hall, 2015). En cuanto a la 

duración del ciclo celular completo, ha sido estimado aprox. entre 13 a 15 horas (Tabla 

2). 
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Tabla 2. Duración del ciclo celular de E. histolytica  

Fase del ciclo 
celular 

Duración 
aproximada 

Descripción 

 G1 3 a 4 h Fase previa a la síntesis del DNA; crecimiento 
celular. 

 S  4 a 6 h Síntesis del DNA (replicación) 

 G2 3 a 5 h Preparación para la división; síntesis de 
proteínas asociadas. 

 M 1 a 2 h Ocurre la mitosis: división nuclear sin 
desorganización de la envoltura nuclear. 

Duración total 13 a 15 h Ciclo completo 

    Elaborada a partir de Orozco et al., (1988). 

En otros estudios se ha observado una notable heterogeneidad celular en E. 

histolytica; ya que hay trofozoítos multinucleados, anucleados y núcleos con contenido 

variable de DNA (Mukherjee et al., 2009). Esta variación en el contenido de DNA de 

este parásito se atribuye a un desacoplamiento temporal y espacial entre la citocinesis 

y el ciclo nuclear, es decir, la división del citoplasma puede no coincidir con la división 

del núcleo, lo que da lugar a células hijas desiguales (Mukherjee et al., 2009).  

Además, E. histolytica presenta múltiples rondas durante su replicación, sin división 

nuclear ni tampoco citocinesis, lo que resulta en núcleos poliploides, es decir, los 

núcleos contienen más de dos juegos de cromosomas (Lohia, 2007; Mukherjee et al., 

2009).  

Por otra parte, E. histolytica tiene husos mitóticos multipolares y asimétricos, lo que 

sugiere una división celular no convencional (Das y Lohia, 2002). La organización del 

ciclo celular en E. histolytica podría conferir una ventaja adaptativa en ambientes 

cambiantes, para permitir una variación genética sin la necesidad de requerir un ciclo 

sexual definido (Gangopadhyay et al., 1997; Lohia et al., 2007; Mukherjee et al., 2009). 

 

14



2. Antecedentes particulares  

2.1 Replicación del DNA en organismos eucariontes 

Aunque las proteínas implicadas en la replicación del DNA no han sido bien descritas 

en E. histolytica, este proceso ha sido bien caracterizado en organismos como H. 

sapiens y en levaduras como Saccharomyces cerevisiae. En organismos eucariontes, 

este proceso consta de cuatro etapas principales: 1) pre-replicación (Pre-RC), 2) pre-

iniciación (Pre-IC), 3) síntesis de DNA y 4) terminación de la replicación (Figura 2) 

mientras que en Saccharomyces, durante la gemación, el proceso de replicación 

presenta una etapa adicional después de la Pre-RC denominada Pre-LC (complejo de 

precarga) (Figura 3) (Li y Araki, 2013). La replicación está estrictamente coordinada 

con el ciclo celular para poder asegurar la integridad del genoma (Alberts et al., 2014; 

Watson y Harrison, 2016). En eucariontes, para que ocurra la replicación, se deben 

reconocer secuencias ricas en AT que funcionan como sitios de inicio de replicación 

denominados ARS (del inglés Autonomous Replication Sequences) (Stillman, 1996).  

 

Figura 2. Modelo de replicación en organismos eucariontes. Esquema del proceso de replicación 
en eucariontes. Durante la fase G1 hasta la fase S, el complejo ORC se recluta en la región Ori. ORC 
interactúa con CDC6, después, la helicasa MCM 2–7 es reclutada por Cdt1 formando el complejo Pre-
RC. Al comienzo de la fase S del ciclo celular, CDC6 y Cdt1 se eliminan del pre-RC, entonces CDC45 
y GINS se reclutan en el origen, formando el complejo pre-IC que participa en el desenrollamiento del 
DNA, permitiendo el reclutamiento de los demás componentes de la horquilla de replicación. Figura 
tomada de M. da Silva et al., 2017. 
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Estas secuencias son reconocidas durante la etapa Pre-RC en la fase G1 del ciclo 

celular. Entre las proteínas que forman parte de esta etapa, se encuentra el complejo 

ORC (del inglés Origin recognition complex), que está conformado por 6 subunidades 

(ORC 1-6) (Dhar et al., 2001; Bell y Dutta, 2002). Este complejo reconoce las 

secuencias del origen de replicación (Ori) e interacciona con la proteína CDC6 (del 

inglés Cell division cycle 6) (Piatti, Hill y Nasmyth, 1996) y se asocia con Cdt1 (del 

inglés CDC10-dependent transcript 1) (Nishitani y Nurse, 1995). Una vez asociadas, 

facilitan el reclutamiento de un conjunto de helicasas conocidas como MCM (MCM 2-

7) (del inglés minichromosome maintenance protein complex) (Méndez y Stillman 

2000).  

La etapa Pre-RC abarca desde el reconocimiento del sitio de origen de la replicación 

hasta el reclutamiento de las helicasas (Watson y Harrison, 2016; Wang y Gao, 2019). 

Posteriormente, cuando la célula entra en la fase S, inicia la etapa Pre-IC, que se 

caracteriza por la activación de las helicasas MCM por medio de fosforilación, a través 

de las proteínas cinasas CDK (del inglés Cyclin dependent kinase) y DDK (del inglés 

CDC7-DBF4 kinase), que además fosforilan a otros componentes del complejo Pre-

RC. Esta activación permite que las helicasas MCM (2-7) se unan a las hebras de DNA 

y separen a las cadenas de la doble hélice. Algunos de los componentes como ORC, 

CDC6 y Cdt1 son estrictamente regulados y se inhiben o degradan para evitar que 

recluten más helicasas y para que la replicación del DNA ocurre solo una vez por ciclo 

celular (Labib, 2010; Watson y Harrison, 2016).  

En cuanto a la etapa Pre-LC de S. cerevisiae, después de la activación de las helicasas 

se deben fosforilar Dpb11 y Sld2 para formar el complejo Pre-LC (Figura 3), el cual se 

conforma por: Pol ε, GINS1-4 (del japonés Go-Ichi-Ni-San, conformado por 4 

subunidades: Psf1, Psf2, Psf3 y Sld5), Dpb11 y Sld2 ya fosforilados en CDK 

(Muramatsu et al., 2010). Este complejo Pre-LC funciona como transportador para que 

se una al complejo Pre-RC para pasar a las demás etapas (Li y Araki, 2013). 
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Figura 3. Modelo de replicación en Saccharomyces durante la gemación. Se muestra el proceso 
de replicación; el complejo Pre-RC está conformado por ORC, CDC6, Cdt1 y MCM 2-7. Para su 
activación, las helicasas requieren de DDK y CDK 2 y del complejo Sld3-Sld7-CDC45. Después sigue 
la etapa Pre-LC, la cual está conformada por Pol ε, GINS, Dpb11 y Sld2 (ya fosforilados en CDK) y, una 
vez unidos, el complejo Pre-RC y Pre-LC forman el complejo Pre-IC para pasar a las siguientes etapas 
de síntesis y terminación. Figura tomada de Li y Araki, 2013. 

 

En la etapa Pre-IC, la proteína Dpb11 se une a Sld2 y Sld3 (del inglés S-phase cyclin-

dependent kinase-phosphorylated) para promover su interacción con CDC45 (del 

inglés, Cell Division Control Protein 45) para regular la activación de MCM y el complejo 

GINS (Figura 2) (Watson y Harrison, 2016). El complejo GINS es esencial en las etapas 

Pre-IC y de síntesis durante la replicación (Burgers y Kunkel, 2017). Finalmente, la 

proteína RPA (del inglés protein replication A) se une a las hebras sencillas de DNA 

después de su desenrollamiento para 1) evitar la degradación, 2) que se unan otros 

componentes y 3) que se vuelvan a unir las dos cadenas de DNA (Figura 4) (Pike, 

Friend y Bell, 2023).  
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Durante la síntesis, las proteínas Sld2, Sld3 y Dpb11 se liberan del origen de la 

replicación y se reclutan a las primasas y las DNA polimerasas para la elongación del 

DNA (Figura 4) (Garcia-Diaz y Bebenek, 2007). Durante la activación de las helicasas, 

una cadena de DNA debe salir de cada helicasa y se deben romper las interacciones 

entre los dos complejos de MCM2-7 para que cada complejo de helicasa vaya en 

dirección contraria al de la otra (Burgers y Kunkel, 2017). Aunque algunas proteínas 

son reclutadas desde la etapa pre-IC, como la RPA y topoisomerasas, éstas participan 

más durante la síntesis. Estas proteínas se unen al DNA delante de las helicasas para 

eliminar los superenrollamientos y permitir el avance de la maquinaria de replicación 

(Nitiss et al., 2012; Watson y Harrison, 2016).  

La separación de las dos cadenas sencillas de DNA crea la horquilla de replicación y, 

ya separadas, actúan como moldes para la síntesis de las nuevas cadenas de DNA, 

que va en dirección de 5' a 3' (líder) y la otra de 3' a 5' (rezagada). Para ello, la primasa 

se une a la cadena principal para generar un fragmento corto de RNA llamado primer 

o cebador; luego la DNA pol α se desplaza a lo largo de la cadena y comienza a 

agregar nucleótidos de DNA en dirección 5' a 3' (Burgers y Kunkel, 2017; Garcia-Diaz 

y Bebenek, 2007). Sin embargo, debido a su baja progresividad, es rápidamente 

reemplazada por las DNA polimerasas δ o ε. En cuanto a la cadena rezagada, la 

primasa sintetiza varios primers en la dirección 5' a 3' a lo largo de la cadena de DNA 

para que posteriormente la DNA pol δ sintetice fragmentos cortos de DNA llamados 

fragmentos de Okazaki en dirección 5' a 3' (Figura 4) (Garcia-Diaz y Bebenek, 2007; 

Watson y Harrison, 2016). 

En la etapa de terminación, una vez sintetizadas las cadenas nuevas, se reclutan las 

RNAsa H1 y H2 para eliminar los primers de RNA de los fragmentos de Okazaki y 

reemplazarlos por DNA. La DNA ligasa es responsable de unir los fragmentos de 

Okazaki mediante la formación de enlaces fosfodiéster (Watson y Harrison, 2016).  

Posteriormente, también se recluta a la endo-exonucleasa Fen1 (del inglés Flap 

endonuclease), que es una enzima que corta enlaces fosfodiéster externos tanto de 

DNA como de RNA. Esta enzima es multifuncional y participa en distintos mecanismos 

como la replicación y la reparación del DNA (Tsutakawa et al., 2011; Kimura et al., 

2003).  
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En la replicación del DNA, Fen1 interactúa con proteínas como PCNA (del inglés 

Proliferating cell nuclear antigen). PCNA pertenece a la familia de abrazaderas 

deslizantes del DNA y está conformado por un complejo trimérico en forma de anillo 

(Strzalka y Ziemienowicz, 2011). Este anillo se une a la DNA polimerasa δ, sujetándola 

mientras su forma de anillo rodea al DNA deslizándose a lo largo de la cadena con la 

finalidad de aumentar la procesividad de la síntesis de la polimerasa (Cardano et al., 

2020).  Se ha observado que Fen1, también interactúa con el complejo Pre-IC y otros 

factores que favorecen la procesividad de las DNA polimerasas δ y ε. Cuando hay un 

error durante la replicación, p21 se une a PCNA para liberar a Fen1 y así permitir la 

eliminación de los extremos tipo flap, los cuales son estructuras de DNA de hebra 

sencilla que sobresalen generados durante el desplazamiento de las DNA polimerasas 

(Hosfield et al., 1998). También se ha observado que Fen1 actúa como cofactor para 

la DNA Pol δ (Matsumoto et al., 1987). Finalmente, para completar la replicación en 

los extremos terminales de los cromosomas (telómeros) en organismos eucariontes, 

se requiere de una enzima denominada telomerasa. Esto es necesario debido a que 

la hebra retrasada no se sintetiza completamente y la telomerasa evita que los 

extremos terminales se acorten. La telomerasa no requiere de primers, ya que es un 

complejo ribonucleoproteico con su propio primer de RNA para sintetizar nuevas 

cadenas en los telómeros de una manera eficiente (Brewer y Fangman, 1987; Pfeiffer 

y Lingner, 2013). 

 

Figura 4. Replisoma en organismos eucariontes. Esquema del proceso de replicación en eucariontes 
durante la síntesis y la terminación. Se observan las proteínas y enzimas implicadas en la replicación 
del DNA: complejo CMG (Cdc45-MCM-GINS), RPA, topoisomerasas, DNA primasas, RFC (del inglés 
Replication Factor C), PCNA, DNA polimerasas, Fen1 y DNA ligasa. Se muestran las cadenas, tanto la 
cadena principal como la rezagada. Las proteínas y enzimas que participan. Figura tomada y editada 
de M. da Silva et al., 2017). 
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2.2 Proteínas involucradas en la replicación del DNA en otros protozoarios  

La replicación del DNA en protozoarios parásitos tiene ciertas características que 

reflejan su adaptación a diversos ambientes y en su ciclo de vida. Por ejemplo, en T. 

cruzi, el agente causante de la enfermedad de Chagas, la replicación del DNA ocurre 

tanto en el núcleo como en una estructura mitocondrial única de los tripanosomátidos 

denominada cinetoplasto (kDNA) que contiene DNA muy organizado en una red de 

minicírculos y semicírculos (da Silva et al., 2017). Este protozoario conserva algunos 

elementos principales de la replicación del DNA que son comunes a otros eucariontes, 

como el complejo MCM; sin embargo, también tiene algunos elementos distintivos que 

participan en la replicación del DNA, como la presencia de una única proteína 

ORC1/CDC6, que combina las dos funciones de los complejos ORC 1-6 y CDC6 sin 

la necesidad de los demás componentes durante la etapa Pre-RC en tripanosomátidos 

(Schnaufer et al., 2018). 

Por otro lado, para la replicación del kDNA se requiere de un proceso más complejo y 

específico de los tripanosomátidos. Antes de la replicación, los minicírculos se 

desacoplan del DNA y se replican en regiones especializadas en la mitocondria para 

luego reincorporarse en una estructura más ordenada. Este proceso involucra 

helicasas, polimerasas y topoisomerasas, que trabajan en conjunto para garantizar la 

replicación del kDNA (Schnaufer et al., 2018). Como se mencionó previamente, en 

eucariontes, el complejo hexamérico ORC 1-6 es uno de los componentes principales 

implicados en replicación. Este complejo presenta un dominio ATPasa conservado que 

se divide en dos subdominios estructurales. En organismos parásitos como T. brucei 

se ha observado una composición más simplificada (Ocaña-Pallarés et al., 2020) 

además, T. brucei presenta una subunidad ORC4 divergente y otras proteínas 

funcionalmente análogas a ORC2 y ORC5, aunque son altamente divergentes en 

comparación con otros organismos (Tiengwe et al., 2012; Marques et al., 2016). 

2.3. Replicación del DNA en E. histolytica, identificación de secuencias Ori 

En organismos como las levaduras, los orígenes de replicación están bien definidos y 

corresponden a secuencias específicas de DNA ricas en AT (Dhar et al., 1996). En 

cambio, en E. histolytica no se han identificado secuencias consenso, aunque se ha 

observado que ciertas regiones ricas en repeticiones cortas y con sesgo hacia 
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secuencias AT pueden actuar como sitios Ori cuando se clonan en vectores 

plasmídicos (Dhar et al., 1996; Ghosh et al., 2003).  

Además, se identificaron elementos extracromosómicos, como los plásmidos de DNA 

ribosomal (DNAr) conocidos como EhR1 y EhR2, los cuales presentan distintos sitios 

Ori. La activación del Ori depende del estado fisiológico de la célula; por ejemplo, en 

células en crecimiento exponencial, el Ori principal se localiza en una región 

espaciadora intergénica (IGS), río arriba del promotor de los genes de rRNA (Ghosh 

et al., 2003). En cambio, en células depletadas de suero por 24 h, se activan sitios Ori 

alternativos (Ghosh et al., 2003). Los Ori se identificaron mediante electroforesis 

bidimensional y microscopía electrónica, donde se observaron burbujas de replicación 

que corresponden a regiones del DNA desenrollado dentro de una misma molécula, 

indicando la existencia de múltiples sitios Ori, a diferencia de otros organismos como 

Saccharomyces cerevisiae, que presenta un solo Ori para el plásmido 2μm (Dhar et 

al., 1996). Interesantemente, en E. histolytica las burbujas de replicación aparecen con 

mayor frecuencia en las regiones menos ricas en AT con un porcentaje aproximado 

entre 62 y 70%, que en las regiones comunes donde se esperaría con altos contenidos 

de AT (73 a 85%) (Dhar et al., 1996). 

 

2.4. Identificación de proteínas implicadas en la replicación del DNA en E. 
histolytica 

En E. histolytica, los análisis filogenéticos sugieren una ausencia de las proteínas 

ORC2-5 (figura 5), lo que refuerza la idea de que algunos parásitos han simplificado el 

complejo ORC1-6 a una única proteína ORC1/CDC6 (Ocaña-Pallarès et al., 2020). 

Adicionalmente, se identificó y caracterizó in silico una proteína llamada 

EhORC1/CDC6 que combina las características de ORC1 y CDC6, como ocurre en T. 

cruzi. Además, se predice que esta proteína podría reclutar los demás componentes 

de los complejos Pre-RC y Pre-IC sin necesitar de ORC 2-6.  En su estructura terciaria 

in silico, se determinaron los dominios conservados e incluso se evaluó la capacidad 

de formar interacciones proteína-proteína entre esta proteína y CDC45, esencial para 

la replicación del DNA (figura 6) (Pal y Dam, 2023).  
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Figura 5. Árbol filogenético de las proteínas ORC en organismos eucariontes. Las duplicaciones 
de las subunidades ORC1-5 y CDC6 se muestran con círculos llenos, mientras que las pérdidas se 
muestran en círculos vacíos. El género Entamoeba se señala con una amiba color rojo; se observa que 
las tres especies han perdido a las proteínas ORC 2-5. Figura tomada y editada de Ocaña-Pallarès et 
al., 2020. 
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Figura 6. Estructuras tridimensionales e interacción entre EhOrc1/Cdc6 y EhCdc45. Se muestra 
un docking molecular, el cual predice la interacción entre dichas proteínas. En color verde se muestra 
la estructura tridimensional de EhORC1/CDC6 y en azul EhCDC45. Figura tomada y editada de Pal y 
Dam, 2023. 

 
Por otra parte, la proteína CDC45 es fundamental en la replicación del DNA en 

eucariontes, ya que participa durante la etapa pre-IC, en la cual se facilita la activación 

y mantiene las estructuras y la funcionalidad del complejo MCM 2-7. CDC45 se asocia 

al complejo GINS y mediante cambios alostéricos, induce un cambio conformacional 

en el complejo MCM para promover la apertura de su canal central y de esta manera 

permitir el paso del DNA, formando el complejo CMG (CDC45/MCM2-7/GINS) para 

que las helicasas puedan desenrollar las cadenas de DNA (Ilves et al., 2015, Simon et 

al., 2016).   

En E. histolytica, se han identificado genes homólogos a CDC45, sugiriendo una 

conservación de este mecanismo en el parásito (Ramírez et al., 2018). De hecho, en 

2018, Kurniawan y colaboradores analizaron la estructura cristalográfica y función de 

la proteína EhCDC45 a través de la proteína recombinante (Figura 7).  
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Figura 7. Estructura tridimensional de CDC45 de E. histolytica. A) Estructura tridimensional de 
EhCDC45, la cual consta de dos dominios: el N-terminal DHH (en color azul) y el C-terminal DHHA1 (en 
color rojo), a su vez, están conectados por un conector helicoidal α (en color verde). Además, consta de 
un dominio CID, el cual interacciona con el complejo CMG (en color amarillo). B) Diagrama esquemático 
que muestra la organización de los dominios de la proteína EhCDC45 los residuos desordenados se 
muestran en azul claro (130–171). Figura tomada de Kurniawan et al., 2018. 

Los resultados revelaron que EhCDC45 presenta dos dominios N-terminal DHH y C-

terminal DHHA1 que están conectados a través de un segmento helicoidal αlfa, típico 

de las proteínas de CDC45 en otros organismos eucariontes (Kurniawan et al., 2018). 

Además, identificaron regiones conservadas que son importantes para la interacción 

con las proteínas de los complejos MCM y GINS. Además, EhCDC45 presenta un 

dominio CID que podría permitir la formación del complejo CMG (Kurniawan et al., 

2018). Por otro lado, PCNA es una proteína que participa en varias etapas, ya que 

interactúa con proteínas implicadas en las vías de replicación y reparación del DNA. 

En E. histolytica, se identificó y caracterizó estructuralmente esta proteína, conocida 

como EhPCNA. Cardona-Felix y colaboradores (2011) revelaron que EhPCNA forma 

un homotrímero funcional, como ocurre en otros eucariontes (Figura 8). EhPCNA 

conserva la estructura en forma de anillo con un canal central cargado positivamente 

para la interacción con el DNA bicatenario. Adicionalmente, conserva el dominio bucle 

conector entre dominios (IDCL, del inglés inter-domain connecting loop) que es crucial 

para la interacción con proteínas que poseen el motivo PIP box. Además, se demostró 

que EhPCNA estimula la actividad catalítica de EhDNAligI durante la unión de 

fragmentos de DNA (Cardona-Felix et al., 2011). Esto sugiere que los mecanismos 

bioquímicos mediados por EhPCNA están conservados en este parásito.  
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Figura 8. Estructura tridimensional de EhPCNA de E. histolytica. A) Estructura monomérica de 
EhPCNA que consta de dos dominios, el N-terminal y el C-terminal que están unidos por un bucle de 
conexión entre dominios (IDCL en color rojo). A la derecha se muestran las tres moléculas monoméricas 
formando un anillo. B) Se muestran las estructuras con forma de anillo tanto de EhPCNA como de otros 
organismos. Figura tomada y editada de Cardona-Felix et al., 2011. 

 
Otra proteína caracterizada en E. histolytica que participa en replicación es la DNA 

ligasa. La DNA ligasa es una enzima que participa en varios procesos celulares como 

la replicación, recombinación y reparación del DNA. En replicación, la DNA ligasa 

participa en la etapa T, donde cataliza la formación de un enlace fosfodiéster entre los 

extremos 5' y 3' en las cadenas del DNA para unir fragmentos de doble cadena 

(Watson y Harrison, 2016). Algunos eucariontes poseen múltiples DNA ligasas; en 

cambio, E. histolytica tiene una única DNA ligasa (EhDNAligI) (Figura 9). Esta proteína 

es dependiente de ATP (trifosfato de adenosina) y similar a las DNA ligasas de tipo I, 

cuya actividad óptima es a pH 7.5, y utiliza como cofactores a Mg²⁺  o Mn²⁺  (Cardona-

Félix et al., 2010). Estructuralmente, presenta los dominios DBD (del inglés DNA-

binding domain), AD (del inglés adenylation domain) y, OB-fold (del inglés 

oligonucleotide/oligosaccharide-binding fold). Los dominios AD y OB-fold forman parte 

del núcleo catalítico de la enzima. Además, EhDNAligI discrimina entre los 

apareamientos de bases correctos o incorrectos y realiza ligaciones sobre algunos 

tipos de daño oxidativo como 8-oxoguanina, indicando su participación durante la 

reparación del DNA mediante las vías de escisión de bases y nucleótidos (BER y NER) 

(Azuara-Liceaga et al., 2018).  
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Figura 9. Estructura tridimensional de EhDNA ligasa de E. histolytica. En la imagen se muestran 
en la estructura tridimensional de EhDNAligasaI los dominios de unión al DNA (rojo), adenilación (verde) 
y el pliegue OB (amarillo). Además, se muestra el DNA río arriba en color azul, el DNA río abajo en color 
celeste y el cofactor AMP (adenosín monofosfato) en azul. Figura tomada de Cardona et al., 2010. 

 
En conclusión, aunque se conocen algunas moléculas de E. histolytica implicadas en 

replicación como EhOrc1, EhCDC45, EhPCNA y EhDNAligI, es importante caracterizar 

el replisoma y analizar el proceso de replicación de E. histolytica. Este estudio es uno 

de los primeros trabajos para analizar la composición del replisoma en E. histolytica y 

determinar la expresión de los genes que codifican para estas proteínas durante un 

proceso de sincronización celular. 
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3. Hipótesis 

La maquinaria de replicación del genoma de E. histolytica es similar a la que tienen 

otros organismos eucariontes superiores.  

 

4. Justificación 

La replicación del DNA es un proceso fundamental en la biología celular que asegura 

la transmisión precisa de la información genética de una generación a otra. E. 

histolytica es un parásito protozoario causante de la amebiasis, una enfermedad que 

afecta a millones de personas en todo el mundo, especialmente en regiones con 

condiciones sanitarias deficientes. A pesar de su importancia médica y su impacto en 

la salud pública, aún existe un conocimiento limitado sobre los mecanismos 

moleculares que regulan la replicación del DNA en este organismo. 

 

5. Objetivos  

5.1 Objetivo general 

Identificar y analizar los genes que codifican para proteínas implicadas en las distintas 

etapas de la replicación del DNA en E. histolytica. 

5.2 Objetivos particulares 

● Identificar los genes que codifican para las proteínas del replisoma relacionadas 

con cada una de las etapas de la replicación del DNA de E. histolytica.  

● Analizar in silico el interactoma y la expresión de las proteínas involucradas en 

las diferentes etapas de la replicación del DNA en E. histolytica.  

● Analizar in vitro los patrones de expresión de algunos genes que codifican para 

proteínas involucradas en la replicación del DNA durante la sincronización 

celular. 

● Analizar la localización subcelular de EhPCNA durante la sincronización celular. 
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6. Estrategia experimental 
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7. Materiales y métodos  

7.1 Búsqueda y alineamiento de secuencias 

Para la búsqueda de las secuencias de las proteínas relacionadas con la replicación 

del DNA se emplearon las bases de datos AmoebaDB 

(https://amoebadb.org/amoeba/app) para E. histolytica, y UniProt 

(https://www.uniprot.org/) para H. sapiens y S. pombe. Para el alineamiento de las 

secuencias se empleó el programa blastp de NCBI 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) utilizando el algoritmo DELTA-BLAST (Domain 

Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST) para obtener el porcentaje de identidad 

y el valor e de las proteínas de E. histolytica con respecto a las de H. sapiens y S. 

pombe. 

7.2 Identificación de dominios funcionales y características de las 
proteínas 

Para la identificación de las características de las proteínas implicadas en replicación 

se emplearon los programas indicados en la tabla 3.  

Tabla 3. Programas utilizados para las características de las proteínas del replisoma de E. 

histolytica. 

Característica obtenida Plataforma utilizada Página Web 

Dominios funcionales InterPro v.104.0 https://www.ebi.ac.uk/interpro/ 1 

PM y pI Expasy tools https://web.expasy.org/compute_pi/ 2 

Dominios transmembranales TMHMM v.1.0 https://services.healthtech.dtu.dk/servi
ces/DeepTMHMM-1.0/ 3 

Señal de localización nuclear NLStradamus http://www.moseslab.csb.utoronto.ca/
NLStradamus/ 4 

Anotación y tamaño en pb y aa AmoebaDB https://amoebadb.org/amoeba/app 5 

Localización subcelular y GO AmoebaDB/UniProt https://amoebadb.org/amoeba/app 6 

Estructura tridimensional Alpha Fold 3 / Pymol v. 3.0 https://alphafoldserver.com/welcome 7 

Representación lineal DOG 2.0 http://dog.biocuckoo.org/ 8 

1Blum et al., 2025; 2Gasteiger et al., 2005; 3Hallgren et al., 2022; 4Nguyen et al., 2009; 5Álvarez et al., 
2023; 6Bateman et al., 2024; 7Abramson et al., 2024 y 8Ren et al., 2009 

 

7.3 Análisis de las interacciones proteína-proteína 

Para determinar las interacciones proteína-proteína se utilizaron los ID de las proteínas 

que participan en cada etapa en la herramienta bioinformática STRING v.12.0 

(https://string-db.org/) con nivel de confianza media 0.400 limitado. Fuentes de 

interacción: base de datos, experimental y coexpresión. 

29

https://amoebadb.org/amoeba/app
https://www.uniprot.org/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ebi.ac.uk/interpro/
https://web.expasy.org/compute_pi/
https://services.healthtech.dtu.dk/services/DeepTMHMM-1.0/
https://services.healthtech.dtu.dk/services/DeepTMHMM-1.0/
http://www.moseslab.csb.utoronto.ca/NLStradamus/
http://www.moseslab.csb.utoronto.ca/NLStradamus/
https://amoebadb.org/amoeba/app
https://amoebadb.org/amoeba/app
https://alphafoldserver.com/welcome
https://string-db.org/


7.4 Análisis de los patrones de expresión 

Para analizar los patrones de expresión, se utilizaron los datos del transcriptoma de E. 

histolytica de la base de datos AmoebaDB (https://amoebadb.org, consultado el 10 de 

agosto de 2024) y se tomaron los valores de transcritos por millón (TPM) de los análisis 

por RNAseq de trofozoítos en condiciones normales y en la condición de depleción de 

suero (Naiyer et al., 2019). Los datos se normalizaron de acuerdo con la siguiente 

ecuación: cada valor se normalizó con la siguiente ecuación: log2 (TPM+1).  El mapa 

de calor se elaboró mediante el paquete mapa de calor del software R (versión 3.4.3.2). 

El diagrama de caja se construyó utilizando el paquete ggplot2 del mismo software. 

7.5 Diseño de primers 

Para el diseño de primers de genes involucrados en la replicación, se utilizó la 

herramienta bioinformática Primer3Plus (https://www.primer3plus.com/index.html) y se 

seleccionaron 4 genes de cada etapa de replicación. Los primers se diseñaron con 

base a las siguientes características: 1) entre 100 y 200 pb de longitud del amplicón, 

2) longitud de los primers entre 20 y 30 pb 3) TM cercana a 55°C. Los primers 

diseñados se muestran en la Tabla 4. 

7.6 Cultivo de E. histolytica HM1:IMSS y ensayos de sincronización 

Trofozoítos de E. histolytica HM1-IMSS se cultivaron en medio TYI-S-33 

complementado con 16% de suero de bovino (Equitech-Bio, INC) previamente 

inactivado con calor, 3% de vitaminas Diamond (Invitrogen) y penicilina/estreptomicina 

(100 U/mL). Una vez alcanzada la fase logarítmica, se enfriaron a 4°C por 10 min y se 

centrifugaron a 1800 rpm por 5 min. Para la sincronización celular se utilizaron 

variaciones de los procedimientos reportados por Das et al., 2004 y Mukherjee et al., 

2009. Se cultivaron trofozoítos en cajas T25 para los tiempos 0, 0.5, 1.5, 3, 6, 9, 11 y 

24 h. Después, se decantó el medio y se lavaron con 10 mL de medio TYI-S-33 tibio 

sin suero y se añadieron 40 mL de medio sin suero por caja y se incubó durante 12 h 

a 37°C (depleción de suero, inducción de arresto celular). Posteriormente, se procesó 

la primera condición (tiempo 0) y al resto de las cajas se les adicionó suero bovino al 

16% y se incubaron durante 0.5, 1.5, 3, 6, 9, 11 y 24 h (condiciones de reposición de 

suero) y se proceraron. Este ensayo se replicó a partir de una réplica biológica y se 

hicieron triplicados experimentales.
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Tabla 4.  Oligonucleótidos diseñados para ensayos de RT-PCR 

Etapa Nombre ID* Sentido Secuencia** Amplicón pb 

Pre-RC 

ehorc1 EHI_105150 
Forward 5´-TGATGATGAAATTGTTGGAAGAGAAG-´3 

118 
Reverse 5´-CCCTGTTCCTGGTGTTCCAT-´3 

ehcdc6 EHI_192770 
Forward 5´-TGGAGTAATTGGAATAGGTGAATGGT-´3 

136 
Reverse 5´-ACGTACAACACCTTGAGATGC-´3 

ehmcm3 
 

EHI_103600 
Forward 5´-TGTGGTGATCCATCTACTGCT-´3 

101 
Reverse 5´-CCAACTCCAGTTGCACCTCT-´3 

ehmcm4 EHI_187720 
Forward 5´-AGGCAATTCCAGCAGGTGAA-´3 

85 
Reverse 5´-CGATCACCTGGTTTTGCGGA-´3 

Pre-IC 

ehcdc45 EHI_049900 
Forward 5´-TCGCTGTCCTTGATGCTGAG-´3 

106 
Reverse 5´-GCTGTTTGAGTGAATTTAGCCCC-´3 

ehtop2*** EHI_120640 
Forward 5´-CAGGATGGAGTACTGCCGTTT-´3 

120 
Reverse 5´-GTCCTGTCCATCCTCTAAACCA-´3 

ehpsf1 EHI_1236990 
Forward 5´-CGTGCGTCAATGACTAATGATG-´3 

182 
Reverse 5´-CTTGGATTTTGTGGCAAATCATCC-´3 

ehrpa2*** EHI_147000 
Forward 5´-CTGATTACAAACAAAGTAATGGG-´3 

281 
Reverse 5´-ATCTACTTCAACAGCATAGC-´3 

Síntesis 
ehdnapolε EHI_141410 

Forward 5´-CCCATTAATTGCTCATGCTATTC-´3 

 
 
 

201 
 
 
 

Reverse 5´-GTTGATTTTGAAGATGCATGTGC-´3 

ehdnapolδ EHI_006690 Forward 5´-CACTCCAACAGCAAATACTGGA-´3 180 
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* De acuerdo a AmoebaDB 
** TM de 55°C para todos los primers 

Forward y Reverse: orientación de los primers 5’ a 3’ y 3’ a 5’, respectivamente 

*** Previamente reportados en Azuara-Liceaga et al., 2018 y Rendón-Gandarilla et al.,  2018

 Reverse 5´-CGATGGTATGCGTTTTCTGA-´3 

ehtopIII 
 

EHI_038920 
Forward 5´-GCTTACCGTTCATGGGGTAG-´3 

160 
Reverse 5´-CTCCTTCTCTATCACAGTCAAGC-´3 

ehpcna*** 
 

EHI_128450 
Forward 5´-TCCAGAACTTCAATCTGACG-´3 

142 
Reverse 5´-AGCACCTTTAGTAGTGAGAG-´3 

Terminación 

ehfen1*** EHI_099740 
Forward 5´-GAAGGTACTTGTGCTGCATTAG-´3 

218 
Reverse 5´-CATCCAAGTAAAATACAAAGG-´3 

ehdnalig1*** EHI_111060 
Forward 5´-GATTAGCCGATACAGTTGAC-´3 

142 
Reverse 5´-ATCTCCACTGTCTTCATCTC-´3 

ehtrf-like I*** EHI_001090 

Forward 5´-ACCCTCAGTTTGCAACCCTT-´3 

95 

Reverse 5´-AGGACTTTGTTCCATTTTTACTTCA-´3 

ehtrf-like II*** EHI_001110 

Forward 5´-AAAAGAGCATTAGCAACGGTTAT-´3 

127 

Reverse 5´-TTTCTGCATTTGGATCTGAACAA-´3 

ehtrf-like III*** EHI_148140 
Forward 5´-GCGCGTTCTCAAATACAACC-´3 

70 
Reverse 5´-GTTCAGAGGCTGCAGGAAGT-´3 

Control de 
carga 

ehcoat*** EHI_129520 
Forward 5´-ACTTCCATTTGACGGTGACA-´3 

145 
Reverse 5´-TGAAATTCCTTTTTGTCCTGGT-´3 
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7.7 Extracción de DNA genómico 

Para la extracción de DNA genómico, se empleó el kit comercial Wizard® Genomic 

DNA Purification Kit de Promega siguiendo las indicaciones del fabricante. Para ello 

se cosecharon 4 x 106 trofozoítos a 1800 rpm durante 5 min. A la pastilla se le 

adicionaron 600 μL de NLS, pipeteando hasta eliminar agregados; posteriormente, se 

añadieron 3 μL de RNAsa y se incubó la muestra por 30 min a 37°C. Una vez incubado, 

se adicionaron 200 μL de PPS, se agitó en vórtex durante 20 s y se dejó enfriar por 5 

min a 4°C. A continuación, se centrifugó a 13000 rpm durante 4 min para adicionar al 

sobrenadante 600 μL de isopropanol, se mezcló sin agitar y se incubó a -20°C durante 

10 min. Después, se centrifugó a 13000 rpm durante 2 min y se lavó la pastilla 2 veces 

con 600 μL de etanol al 70%. Finalmente, la pastilla se dejó secar y se resuspendió en 

100 μL de H2O inyectable y se cuantificó en el equipo Nanodrop 2000. La integridad 

del DNA genómico se visualizó en un gel de agarosa al 1% teñido con RedGel 1x 

(Biotium). 

7.8 Extracción de RNA 

La extracción de RNA se realizó utilizando el protocolo basado en TRIzol®. Para cada 

muestra de 5 x 106 trofozoítos, se añadió 1 mL de TRIzol. Las muestras se incubaron 

en hielo durante 5 min y después se agregaron 200 μL de cloroformo a cada tubo, 

seguido de una mezcla por inversión por 30 s. Posteriormente, se incubó a temperatura 

ambiente (TA) durante 3 min y se centrifugó a 12,000 rpm durante 15 min a 4°C, 

separando las fases acuosa y orgánica. La fase acuosa superior se transfirió 

cuidadosamente a un tubo nuevo de 1.5 mL, mientras que la fase orgánica se 

almacenó a -20°C para posibles análisis posteriores. Para precipitar el RNA, se 

agregaron 0.5 mL de isopropanol frio, se mezcló por inversión suave (2-5 veces) y se 

incubó a TA durante 10 minutos. Después se centrifugó a 11,000 rpm durante 20 min, 

el pellet se lavó dos veces con 750 μL de etanol al 75% (v/v), centrifugando a 10,000 

rpm durante 5 min en cada paso. Tras eliminar el etanol y dejar secar el pellet a TA, el 

RNA se resuspendió en 100 μL de agua inyectable estéril. La concentración y pureza 

se determinaron mediante espectrofotometría (Nanodrop 2000), evaluando la relación 

de absorbancia. Adicionalmente, la integridad del RNA pudo verificarse mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 1% teñido con RedGel 1x.  
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7.9 Tratamiento con DNAsa 

El tratamiento con DNAsa se realizó de acuerdo con el protocolo de Promega. Para 

ello se utilizó 1 unidad de la enzima RQ1 RNase-Free DNase por cada μg de RNA. Se 

ajustó el volumen de cada muestra para una concentración final de 100 ng/μL de RNA 

tratado. El tratamiento con DNAsa se realizó durante 1.5 h a 37°C. Tras la incubación, 

se agregó solución STOP (1 μL por cada 1 μg de RNA tratado) y se incubó a 65°C 

durante 10 min.  

7.10 Síntesis de cDNA  

Para la síntesis de cDNA se siguió el protocolo de Promega. Para ello, se tomó 1 μg 

de RNA tratado con DNasa y se adicionó 1 μL de oligo dT (Promega). Las muestras 

se incubaron a 70°C durante 5 min, seguido de una incubación a 4°C durante 5 min. 

En un tubo separado, se preparó un mix compuesto por buffer 5x, MgCl2 

(concentración final 3 mM), 1 μL de dNTPs, RNAsin (1 unidad), y enzima transcriptasa 

reversa (RT) (1 μL) para un volumen final de 20 μL. La rxn de síntesis de cDNA se 

llevaron a cabo en un termociclador Thermo Scientific (GeneAmp PCR System 9700) 

con los siguientes pasos de incubación: 25°C durante 5 min, 42°C durante 60 min y 

70°C durante 15 min. 

7.11 Amplificación de los genes por RT-PCR 

La amplificación por RT-PCR se realizó utilizando el kit Master Mix de Roche®, 

adaptando el protocolo estándar. Se realizaron reacciones de un volumen final de 12 

µL; para ello, cada reacción incluyó el master mix 2x (6 µL), primer forward y reverso 

(5 µM cada uno) y cDNA o DNAg como control (50 ng). Para la amplificación del gen 

ehorc1 se añadió MgCl2 para una concentración final de 3 mM. La amplificación de los 

diferentes genes se realizó en el termociclador ThermoFisher Scientific 9700 

programado con las condiciones descritas en la figura 10. Los productos de RT-PCR 

se almacenaron a -20°C hasta su posterior análisis. 
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Figura 10. Condiciones del termociclador para la amplificación de genes en ensayos de RT-PCR. 
Las condiciones se emplearon para todos los genes, a excepción de ehpcna y del control de carga 
(ehcoat) ambos se amplificaron a 25 ciclos. 

 

7.12 Electroforesis en gel de agarosa 

Para el corrimiento de las muestras, se prepararon geles de agarosa al 1% y 2% 

teñidos con Red Gel 1x (Biotium) para el RNA y las RT-PCRs respectivamente. El 

corrimiento se realizó a 80 V con buffer TAE 1X (1L: Tris 40 mM, ácido acético 20 mM, 

EDTA 1 mM pH 8.0). Se utilizaron los marcadores de  50 bp y 100 bp  DNA Step Ladder 

de Promega, a la concentración recomendada. Los geles se visualizaron en un 

transiluminador y se registraron en el fotodocumentador Gel-DOC XR (BIORAD). 

7.13 Análisis del nivel de expresión relativa de cada gen seleccionado 

Las imágenes de los geles de RT-PCR se analizaron mediante el software ImageJ 

v1.53. Para ello, se convirtieron a escala de grises y se seleccionaron las bandas 

correspondientes a los amplicones para obtener la intensidad de píxeles. Los valores 

de los dos ensayos de sincronización que se realizaron se exportaron a Excel, donde 

se normalizaron utilizando el gen de control de carga correspondiente para graficar el 

promedio y la desviación estándar de cada condición. 

7.14 Ensayo de Inmunofluorescencia indirecta (IFI) 

Para los ensayos de inmunofluorescencia, trofozoítos sincronizados se adhirieron a 

cubreobjetos estériles de 22 x 22 mm. Posteriormente, se fijaron con etanol frío al 

100% y se incubaron a -20°C por 30 min. Pasado ese tiempo, se retiró el etanol y se 

realizaron 3 lavados con PBS pH 6.8 (NaCl 136 mM, KCl 2 mM, Na2HPO4 10 mM, 

KH2PO4 1.76 mM). Posteriormente, los cubreobjetos se incubaron con NH4Cl 50 mM 

35



a 37°C por 30 min; para después bloquearse con BSA (Albúmina sérica bovina, Sigma-

Aldrich) al 1% a 37°C por 1 hr. Los cubreobjetos se incubaron con el anticuerpo 

primario anti-EhPCNA 1:250 (producido en el laboratorio de la Dra. Elisa) toda la noche 

a 4°C. Después se hicieron tres lavados con PBS y se decantó y se adicionó el 

anticuerpo secundario anti-IgG de conejo acoplado a FITC 1:100 (Jackson Immuno 

Research). Los cubreobjetos se incubaron a TA por 2 h y las muestras se lavaron 3 

veces con PBS y se montaron en portaobjetos con el medio de montaje VectaShield® 

Antifade Mounting Medium con DAPI (Vector Laboratories). Las laminillas se 

visualizaron en un microscopio confocal Carl Zeiss a 60x en el Departamento de 

Infectómica y Patogenésis Molecular del Cinvestav y las imágenes se analizaron a 

través de los softwares Zen Blue e ImageJ. 

7.15 Análisis de la intensidad de la fluorescencia nuclear 

Para los ensayos de IFI, se midió la intensidad de fluorescencia nuclear a partir de las 

imágenes de inmunofluorescencia mediante el software ImageJ v1.53. Para ello, las 

imágenes fueron convertidas a 8 bits, en escala de grises y se creó una máscara 

binaria. Después se seleccionaron manualmente los parámetros con respecto a las 

regiones de interés (ROI) correspondientes a los núcleos de los trofozoítos. Los datos 

de intensidad relativa se promediaron y graficaron con su respectiva desviación 

estándar para cada tiempo evaluado. 
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8. Resultados  

8.1 Identificación de las proteínas que conforman el replisoma de E. 
histolytica  

8.1.1 Etapa Pre-RC 

Durante la replicación del DNA se deben de formar diferentes complejos de proteínas 

y DNA, los cuales están finamente regulados a través del ciclo celular. Estos complejos 

se han clasificado de acuerdo con la etapa de la replicación en la que se forman. La 

formación del complejo Pre-RC es el primer paso para la replicación del DNA, el cual 

involucra el reconocimiento del origen de replicación y el ensamblaje de las helicasas 

que permiten la apertura de la doble hélice (Bell y Labib, 2016).  

Para identificar las proteínas que conforman el complejo Pre-RC en E. histolytica, se 

tomó como referencia la secuencia de las proteínas caracterizadas en H. sapiens y S. 

pombe que corresponden a 19 proteínas (Costa y Diffley, 2022). En el genoma de E. 

histolytica solo se identificaron 12 genes que codifican para proteínas de la etapa Pre-

RC. Dos de los 12 genes identificados presentan intrones (ehmcm2 y ehmcm5) en 

general estos 12 genes codifican para proteínas cuyos pesos moleculares oscilan 

entre 43 y 100 kDa y tienen un pI entre 5.15 y 8.27. La localización subcelular de estas 

proteínas está predicha en el núcleo de la célula, aunque solo encontramos 4 proteínas 

(ehmcm3, ehmcm5, ehmcm6 y ehmcm7) que tienen una señal de localización nuclear 

respectivamente (Anexo 1). Identificamos un gen que codifica para la proteína ORC1, 

con un porcentaje de identidad del 23% con respecto a H. sapiens, en lugar de las seis 

proteínas ORC2–6 características de otros organismos eucariontes (Tabla 5). Esta 

proteína se denominó EhORC1 y presenta un dominio AAA_22, el cual pertenece a la 

subfamilia o variante específica dentro de la superfamilia AAA+ ATPasa (del inglés, 

ATPases Associated with diverse cellular Activities). Esto podría reflejar una 

especialización funcional o una simplificación estructural del complejo Orc en este 

organismo (Tabla 6). 
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Tabla 5. Comparación de los componentes de la etapa Pre-RC de la replicación del DNA de E. 
histolytica con respecto a los organismos H. sapiens y S. pombe 

Etapa Pre-RC 

Nombre 
E. histolytica 

Proteína 
E. histolytica 

(ID)* 
H. sapiens 

(identidad % / valor e)a 
S. pombe 

(identidad % / valor e)a 

ORC1 EhORC1 EHI_105150 
Q13415 

(23.94% / 1e-07) 
P54789 

(24.48% / 4e-09) 

ORC2 NI NI 
Q13416 

(ORC2_HUMAN) 
Q09142 

(ORC2_SCHPO) 

ORC3 NI NI 
Q9UBD5 

(ORC3_HUMAN) 
Q10067 

(ORC3_SCHPO) 

ORC4 NI NI 
O43929 

(ORC4_HUMAN) 
Q9Y794 

(ORC4_SCHPO) 

ORC5 NI NI 
O43913 

(ORC5_HUMAN) 
O43114 

(ORC5_SCHPO) 

ORC6 NI NI 
Q9Y5N6 

(ORC6_HUMAN) 
O74796 

(ORC6_SCHPO) 

CDC6 EhCDC6 EHI_192770 
Q99741 

(25.61% / 3e-08) 
P41411 

(23.10%/ 3e-10) 

Cdt1 NI NI 
Q9H211  

(CDT1_HUMAN) 

P40382  

(CDT1_SCHPO) 

MCM2 EhMCM2# EHI_117970 
P49736 

(41.46% / 0.0) 
P40377 

(42.59% / 0.0) 

 
MCM3 

EhMCM3# EHI_103600 
P25205 

(48.02% / 2e-147) 
P30666 

(42.22% / 0.0) 

MCM4 EhMCM4# EHI_187720 
P33991 

(43.61%/ 4e-176) 
P29458 

(43.07% / 0.0) 

MCM5 EhMCM5# EHI_069980 
P33992 

(42.92% / 5e-163) 
P41389 

(44.09% / 7e-170) 

MCM6 EhMCM6# EHI_118870 
Q14566 

(44.49% / 2e-178) 
P49731 

(45.17% / 0.0) 

MCM7 EhMCM7# EHI_158110 
P33993 

(41.35% / 0.0) 
O75001 

(44.89% / 8e-170) 

MCM8 EhMCM8 EHI_140670 
Q9UJA3 

(44.24% / 8e-161) 
NI 
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*Número de acceso obtenido de AmoebaDB 
a. Número de acceso obtenido de Uniprot y los porcentajes obtenidos mediante un blast de NCBI 
NI: no identificado 
# Proteínas previamente identificadas en E. histolytica 

 

Por otra parte, se identificó al gen que codifica para la proteína CDC6, con un 

porcentaje de identidad del 25.61% y 23.10% en H. sapiens y S. pombe, 

respectivamente (Tabla 5). Esta proteína se denominó EhCDC6 y presenta un dominio 

AAA es un dominio proteico altamente conservado que forma parte de la superfamilia 

AAA+ ATPasas. Otras proteínas importantes de la etapa Pre-RC son las MCM 2-7. 

Identificamos 8 genes que codifican para proteínas MCM (MCM2–9) denominadas 

EhMCM de 2 a la 9 (Tabla 5). Estas proteínas presentan un alto grado de conservación 

con respecto a sus homólogas en H. sapiens y S. pombe, con porcentajes de identidad 

entre 41% y 48% en H. sapiens, y entre 42% y 45% en S. pombe. Entre ellas, MCM3 

presentó el mayor porcentaje de identidad con H. sapiens (48.02%) (Tabla 5). MCM2–

7 conforman el complejo MCM, mientras que MCM8 y MCM9 forman un complejo 

funcional (MCM8–9) que colabora con otras proteínas (RPA y RAD51) implicadas con 

la reparación; también ayudan para la formación del complejo MCM 2-7. 

Estructuralmente, se identificaron los dominios de las proteínas MCM2-9 y conservan 

varios dominios fundamentales para su función helicasa (Tabla 6):  

● MCM_N: Dominio N-terminal con estructura tipo zinc finger implicado en la 

estabilización del complejo. 

● MCM_OB: pliegue tipo OB (del inglés, oligonucleotide oligosaccharide binding 

fold) asociado con la unión al DNA. 

● MCM (AAA+ ATPasa): dominio central que contiene los motivos Walker A y B 

necesarios para la hidrólisis de ATP. 

MCM9 EhMCM9 EHI_076880 
Q9NXL9 

(42% / 1e-155) 
NI 

MCM10 NI NI 
Q7L590 

(MCM10_HUMAN) 
O42709 

(MCM10_SCHPO) 

MCM BP EhMCM BP EHI_166840 
Q9BTE3 

(20.75% / 1e-96) 
NI 

IPI3 EhIPI3_WD EHI_137840 
Q9BV38 

(19.14% / 2e-14) 
Q10272 

(23.72% / 1e-16) 
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● MCM_lid: Dominio C-terminal involucrado en el ensamblaje del anillo MCM y en 

la regulación de la actividad helicasa. 

Además, identificamos otras proteínas adicionales que están relacionadas con el 

complejo Pre-RC, la proteína MCM-BP e IPI3_WD, previamente descritas en 

mamíferos y levaduras, respectivamente, que participan durante la replicación del DNA 

(Saito et al., 2022; Huang et al., 2016). En E. histolytica, EhMCM BP y EhIPI3_WD 

presentan valores de identidad de 20.75% y 19.14% con respecto a H. sapiens, 

respectivamente. La proteína EhIPI3_WD presentó una identidad de 23.72% con 

respecto a S. pombe (Tabla 5). En EhMCM BP presenta el dominio MCM_bind, que 

participa en la interacción con las MCM2-7 para asociar o disociar el complejo MCM 

en respuesta al daño celular (Samel et al., 2014; Saito et al., 2022). Por otra parte, en 

EhIPI3_WD identificamos el dominio WD, el cual tiene 4 dominios repetidos de tipo 

WD40, que están involucrados en la interacción proteína-proteína y que contribuyen al 

reclutamiento del complejo MCM2-7 en los orígenes de replicación (Takahashi et al., 

2010; Campbell y Struhl, 2012) (Tabla 6). 

Tabla 6. Dominios funcionales y estructuras tridimensionales de las proteínas involucradas en la 
replicación de la etapa Pre-RC 

Etapa Pre-RC 

Proteína / 
Número de 

acceso 
Dominios* (aa) Estructura** 

EhORC1 / 
EHI_105150 

 

 

EhCDC6 / 
(EHI_192770) 
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EhMCM2 / 
(EHI_117970) 

 
 

 

EhMCM3 / 
(EHI_103600) 

 

 

EhMCM4 / 
(EHI_187720) 

  

EhMCM5 / 
(EHI_069980) 

 
 

 
 

EhMCM6 / 
(EHI_118870) 

 

 

EhMCM7 / 
(EHI_158110) 

 
 

EhMCM8 / 
(EHI_140670) 
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EhMCM9 / 
(EHI_076880) 

 

 

EhMCM BP / 
(EHI_166840) 

 

 

EhIPI3_WD / 
(EHI_137840) 

 

 

* Dominios identificados con Interpro  
** Estructuras predichas con el programa Alpha fold 
# Proteína previamente identificada  
C: carboxilo terminal 
N: amino terminal  

 

 

8.1.2 Etapa Pre-IC 

La etapa Pre-IC se caracteriza por la activación del complejo de replicación mediante 

la incorporación de factores esenciales como CDC45, el complejo GINS y CDKs 

(Moyer et al., 2006). Aunque en esta etapa participan 13 a 15 proteínas (da Silva et 

al., 2017), interesantemente en el genoma de E. histolytica identificamos 11 genes que 

codifican para proteínas de esta etapa Pre-IC, aunque también encontramos varios, 

dando un total de 20 genes codificantes para las proteínas de esta etapa.  
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Diez de los 20 genes codificantes presentan intrones (ehpsf1, ehsld5, ehcdk1-2, 

ehcdk2-1, ehcdk2-2, ehcdk2-3, ehcdk2-4, ehrpa1-3, ehrpa2 y ehrpa3) y en general 

estos 20 genes codifican para proteínas cuyos pesos moleculares oscilan entre 12.39 

y 155.44 kDa y con un pI entre 4.07 y 8.78. Para esta etapa solo encontramos 2 

proteínas con señales de localización nuclear (EhTOP2 y EhTOP3β) (Anexo 1). La 

proteína EhCDC45, caracterizada por Kurniawan y et al., (2018) presenta una 

identidad superior al 20% con respecto a sus homólogos en S. pombe y H. sapiens 

(Tabla 7). Kurniawan y et al. (2018) identificaron por cristalografía a los dominios DHH 

N-, un dominio C-terminal y un dominio de interacción con CMG (CID), en esta 

proteína, así mismo encontraron un segmento conector α-helicoidal (Tabla 8). 

Tabla 7. Comparación de los componentes de la etapa Pre-IC de la replicación del DNA de E. 
histolytica con respecto a los organismos H. sapiens y S. pombe 

Etapa Pre-IC 

Nombre 
E. histolytica 

Proteína 
E. histolytica 

(ID)* 
H. sapiens 

(identidad %/valor e)a 

S. pombe 
(identidad %/valor e)a 

CDC45 EhCDC45 EHI_049900 
O75419 

(22.39% / 2e-138) 
O74113 

(21.92% / 0.0) 

GINS1 
(Psf1) 

EhPsf1 EHI_136990 
Q14691 

(28.10% / 4e-38) 
Q9P7X6 

(22.55% / 3e-30) 

GINS2 
(Psf2) 

EhPsf2 EHI_069340 
Q9Y248 

(27.78%  / 9e-66 ) 
O94329 

(30.77%  /  7e-55) 

GINS3 
(Psf3) 

EhPsf3 EHI_069960 
Q9BRX5 

(20.80% / 7e-39 ) 
Q9UTC3 

(18.14%  / 2e-32 ) 

GINS4 
(Sdl5) 

 
EhSdl5 EHI_048430 

Q9BRT9 
(19.61% / 2e-49) 

Q9P7C8 
(21.95%  /  5e-45) 

CDK1 
 
 

EhCDK1-1 EHI_068070 
P06493 

(39.93%  /  3e-73) 
P04551 

(39.25%  /  7e-77) 

EhCDK1-2 
 

EHI_105300 
P06493 

(44.29%  /  3e-109) 
P04551 

(41.02%  /  1e-79) 

EhCDK1-3 EHI_048710 
P06493 

(35.25%  /  5e-107) 
P06493 

(35.10%  /  4e-50) 

CDK2 EhCDK2-1 EHI_065280 
P24941 

(52.40%  / 2e-106) 
NI 
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EhCDK2-2 EHI_153140 
P24941 

(46.67%  / 1e-89 ) 
NI 

EhCDK2-3 EHI_152430 
P24941 

(47.37%  /  2e-93) 
NI 

EhCDK2-4 EHI_054090 
P24941 

(31.68%  /  2e-38) 
NI 

DDK (Cdc7) NI NI 
O00311 

(CDC7_HUMAN) 
P41892 

(CDC7_SCHPO) 

DDK (Dbf4) NI NI 
Q9UBU7 

(DBF4A_HUMAN) 
O59836 

(HIM1_SCHPO) 

Sld2 NI NI NI 
O14216 

(SLD2_SCHPO) 

Sld3 NI NI NI 
Q09761 

(SLD3_SCHPO) 

TOP2 EhTOP2 EHI_120640 
P11388 

(47.90% / 0.0) 
P08096 

(49.65% / 0.0) 

RPA1 

EhRPA1-1 
70 kDa 

EHI_062980 
P27694 

(28.79% / 1e-32) 
Q92372 

(24.94% / 8e-32) 

EhRPA1-2 
70 kDa 

EHI_127070 
P27694 

(18.18% / 2e-38) 
Q92372 

(25.77% / 0.022) 

EhRPA1-3 
70 kDa 

EHI_067930 
P27694 

(23.73% / 0.007) 
Q92372 

(23.23% / 1e-12) 

RPA2 
EhRPA2 
17 kDa 

EHI_147000 
P15927 

(23.94% / 0.021) 
Q92373 

(29.47% / 8e-05) 

RPA3 
EhRPA3 
12 kDa 

EHI_187270 NI 
Q92374 

(25.81% / 0.018) 

*Número de acceso obtenido de AmoebaDB 
a. Número de acceso obtenido de Uniprot y los porcentajes obtenidos mediante un blast de NCBI 
NI no identificado 

 

En cuanto al complejo de GINS identificamos a las cuatro subunidades que la 

conforman codificadas en su genoma: EhPsf1, EhPsf2, EhPsf3 y EhSld5, con un rango 

de identidad entre 19% y 30%.  
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Estas subunidades del complejo GINS conservan el dominio GINS_A correspondiente 

al dominio α-helicoidal, el cual interactúa con las MCM, mientras que EhPsf2 y EhSld5 

presentan un GINS_B en la región C-terminal que interactúa con CDC45. 

Por otro lado, identificamos múltiples isoformas de las proteínas CDK1 y CDK2 en E. 

histolytica, con identidades que van desde el 31.68% hasta el 52.40% en H. sapiens. 

CDK2 I, presentó el porcentaje más alto de identidad de 52.40%, lo que sugiere una 

buena conservación de estos reguladores durante el ciclo celular. Todas las isoformas 

que identificamos conservan el dominio característico Pkinase (Tabla 8) que contiene 

la función catalítica de las proteínas cinasas (Hanks et al., 1988). 

También identificamos a las topoisomerasas tipo II, con porcentajes 47.90 y 49.65% 

de identidad con respecto a H. sapiens y S. pombe (Tabla 7). En el análisis de los 

dominios identificamos 5 dominios conservados para la EhTOP II (Tabla 8); el dominio 

HATPase_c es un dominio de hidrólisis de ATP, permitiendo un cambio conformacional 

que permite cortar y religar el DNA, el dominio DNA_gyrase B es un dominio 

relacionado con la subunidad B de girasa bacteriana y que en eucariontes funciona en 

la unión de ATP y en el ensamblaje de complejos catalíticos (Oliveira-Costa et al., 

2010; Champoux, 2001).  

Finalmente, identificamos los genes que codifican para proteínas RPA y encontramos 

3 isoformas para EhRPA1, las identidades de EhRPA1 a 3 están en un rango de 

18.18% a 29.47%. En cuanto a los dominios, en las RPA de E. histolytica identificamos 

la mayoría de los dominios característicos, sin embargo, en algunas proteínas, como 

RPA3, no identificamos ningún dominio (Tabla 8).  

 

En este trabajo no logramos identificar a los componentes del complejo DDK 

codificados en el genoma de E. histolytica (Cdc7 y Dbf4); sin embargo, encontramos 3 

isoformas para la CDK 1 y 4 isoformas para la CDK 2. Tampoco identificamos a las 

proteínas Sld2 y Sld3 que forman parte de esta etapa en levadura. 
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Tabla 8. Dominios funcionales y estructuras tridimensionales de las proteínas involucradas en la 
replicación de la etapa Pre-IC 

Etapa Pre-IC 

Proteína / 
Número de 

acceso 
Dominios* (aa) 

Estructura** 

EhCDC45# / 

(EHI_049900) 

# 

 

 

EhPsf1 / 
(EHI_136990) 

 

 

EhPsf2 / 
(EHI_069340) 

 

 

EhPsf3 / 
(EHI_069960) 

 

 

EhSdl5 / 
(EHI_048430) 
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EhCDK1-1 / 
(EHI_068070) 

 

 

EhCDK1-2 / 
(EHI_105300) 

 
 

 

EhCDK1-3 / 
(EHI_048710) 

 

 

EhCDK2-1 / 
(EHI_065280) 

 

 

EhCDK2-2 / 
(EHI_153140) 
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EhCDK2-3 / 
(EHI_152430) 

 

 

EhCDK2-4 / 
(EHI_054090) 

 

 

EhTOP2 / 
(EHI_120640) 

 

 

EhRPA1-1 / 
(EHI_062980) 

 

 

EhRPA1-2 / 
(EHI_127070) 
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EhRPA1-3 / 
(EHI_067930) 

 

 

EhRPA2 / 
(EHI_147000) 

 

 

EhRPA3 / 
(EHI_187270) 

 

 

* Dominios identificados con Interpro  
** Estructuras predichas con el programa Alpha fold 
# Proteína previamente identificada (Kurniawan et al., 2018)  
* NI No identificado 
C: carboxilo terminal 
N: amino terminal  

 

8.1.3 Etapa de síntesis (S) 

Durante la etapa síntesis, el replisoma se ensambla por completo permitiendo la 

elongación de las nuevas cadenas de DNA. Esta etapa se caracteriza por la actividad 

coordinada de primasas, polimerasas, proteínas deslizantes como PCNA y los factores 

de carga que aseguran la alta procesividad del complejo de replicación (Stillman, 

2008). En esta etapa participan 15 a 22 proteínas (da Silva et al., 2017), sin embargo, 

en el genoma de E. histolytica identificamos solo 13 genes que codifican para proteínas 

de la etapa de síntesis, aunque también encontramos varios genes duplicados para la 

misma proteína que podrían corresponder a isoformas de la misma, dando un total de 

19 genes codificantes para esta etapa.  
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Cuatro de los 19 genes codificantes presentan intrones (ehdnaprimase1s-1, 

ehdnaprimase1s-2, ehrfc1-2 y ehrfc5). Y en general, estos 19 genes codifican para 

proteínas cuyos pesos moleculares oscilan entre 18.31 y 130.17 kDa con un pI entre 

4.56 y 8.92.  

En cuanto a la localización subcelular de estas proteínas, está predicha en el núcleo 

de la célula, aunque solo 3 proteínas (EhDNAprimase1S-1, EhRFC1-1 y EhDNApolα) 

presentaron señal de localización nuclear (Anexo 1). En esta etapa, identificamos 3 

isoformas para cada subunidad pequeña (S) y grande (L) de las DNA primasas 

(EhDNAprimase 1 y 2) estas presentan entre un 9.17% y un 35.10% de identidad con 

respecto a H. sapiens y S. pombe (Tabla 9). EhDNAprimase1S-2 presentó la identidad 

más baja de 9.17% contra S. pombe, mientras que EhDNAprimase1S-1 mostró el valor 

más alto de 35.10% contra H. sapiens (Tabla 10). 

Tabla 9. Comparación de los componentes de la etapa síntesis de la replicación del DNA de E. 
histolytica con respecto a los organismos H. sapiens y S. pombe 

Etapa síntesis (S) 

Nombre 
E. histolytica 

Proteína 
E. histolytica 

(ID)* 
H. sapiens 

(identidad %/ valor e)a 

S. pombe 
(identidad %/ valor e)a 

D
N

A
p
ri

m
a
s
e

 S
 

EhDNAprimase1
S-1 

EHI_103530 
P49642 

(35.10% / 1e-65) 
O14215 

(31.84% / 4e-84) 

EhDNAprimase1
S-2 

EHI_129630 
P49642 

(31.82% / 4e-19) 
O14215 

(9.17% / 5e-19) 

EhDNAprimase1
S-3 

EHI_010140 
P49642 

(31.74% / 5e-59) 
O14215 

(32.45% / 3e-63) 

D
N

A
p
ri

m
a
s
e

 L
 

EhDNAprimase1
L-1 

EHI_127060 
P49643 

(22.37% / 2e-06) 
O74761 

(20.05% / 1e-20) 

EhDNAprimase1
L-2 

EHI_147530 
P49643 

(25.26% / 7e-27) 
O74761 

(20.66% / 3e-73) 

EhDNAprimase1
L-3 

EHI_008590 
P49643 

(22.87% / 1e-04) 
O74761 

(17.66% / 9e-15) 

TOP3α EhTOP3α EHI_038920 
Q13472 

(44.30% / 2e-180) 

 
O60126 

(40.84% / 3e-153) 
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TOP3β EhTOP3β EHI_042880 
O95985 

(38.56% / 0.0) 
O60126 

(28.20% / 2e-161) 

RFC1 

EhRFC1-1 
 
 

EHI_158610 

P35251 
(26.64% / 3e-35) 

O60182 
(22.93% / 2e-107) 

EhRFC1-2 EHI_175240 
P35251 

(22.78% / 1e-13) 
O60182 

(12.84% / 2e-12) 

RFC2 EhRFC2 EHI_039320 
P35250 

(24.18% / 1e-15) 
O14003 

(25.00% / 2e-16) 

RFC3 EhRFC3 EHI_081730 
P40938 

(18.12% / 3e-05) 
O14003 

(26.69% / 3e-43) 

RFC4 

EhRFC4-1 EHI_167150 
P35249 

(42.72% / 6e-86) 
O94449 

(44.76% / 4e-92) 

EhRFC4-2 EHI_086540 
P35249 

(36.96% / 2e-81) 
O94449 

(36.71% / 9e-78) 

RFC5 EhRFC5 EHI_099850 
P40937 

(43.26% / 9e-89) 
O94697 

(22.19% / 3e-65) 

PCNA EhPCNA EHI_128450 
P12004 

(34.62% / 5e-64) 

Q03392 
(39.38% / 4e-68) 

 

DNApolα 1 EhDNApolα EHI_151520 
P09884 

(25.86% / 1e-169) 
P28040 

(25.66% / 1e-169) 

DNApolα 2 NI NI 
Q14181 

(DPOA2_HUMAN) 
O74946 

(DPOA2_SCHPO) 

DNApolδ 1 EhDNApolδ EHI_006690 
P28340 

(45.87% / 0.0) 
P30316 

(45.98% / 0.0) 

DNApolδ 2 NI NI 
P49005 

(DPOD2_HUMAN) 
P87324 

(DPOD2_SCHPO) 

DNApolδ 3 NI NI 
Q15054 

(DPOD3_HUMAN) 
P30261 

(DPOD3_SCHPO) 

DNApolδ 4 NI NI 
Q9HCU8 

(DPOD4_HUMAN) 
O59835 

(DPOD4_SCHPO) 

DNApolε 1 NI NI 
Q07864 

(DPOE1_HUMAN) 
P87154 

(DPOE_SCHPO) 

DNApolε 2 EhDNApolε EHI_141410 
P56282 

(18.06% / 1e-17) 
O94263 

(13.00% / 1e-24) 
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DNApolε 3 NI NI 
Q9NRF9 

(DPOE3_HUMAN) 
C6Y4D0 

(DPB3_SCHPO) 

DNApolε 4 NI NI 
Q9NR33 

(DPOE4_HUMAN) 
P87174 

(DPB4_SCHPO) 

*Número de acceso obtenido de AomebaDB 
a. Número de acceso obtenido de Uniprot y los porcentajes obtenidos mediante un blast de NCBI 
NI no identificado 
 

En cuanto a los dominios de las DNA primasas en E. histolytica, identificamos los 

dominios DNA_primase_S en las tres isoformas de EhDNAprimase1S (1, 2 y 3) y el 

dominio DNA_primase_lrg en las tres isoformas de EhDNAprimase2L (1, 2 y 3) (Tabla 

10). Por otro lado, en las proteínas que constituyen al complejo RFC, se observó una 

amplia variación en los porcentajes de identidad, que van desde 18.12% hasta 43.26%.  

Para las TOP3α y TOP3β presentaron un porcentaje entre 28 a 44% para H. sapiens 

y S. pombe. En eucariontes presentan las dos regiones Toprim_c y Toprim_IV que 

conforman el dominio TOPRIM implicado en la coordinación catalítica con iones 

metálicos y la activación del sitio de corte (Oliveira-Costa et al., 2010). También 

presentan el dominio DNA_topoiso IV es el dominio central que realiza el corte y 

religación del DNA (Champoux, 2001). Las topoisomerasas III A y B que identificamos 

en E. histolytica, conservan los dominios Toprim y Topoisom_bac, pero adicionalmente 

encontramos un dominio Zn_ribbon_TOP3B con respecto a EhTOPIIIβ, implicado en 

la catálisis del corte y religación del DNA (Champoux, 2001). 

Las subunidades EhRFC4 y EhRFC5 fueron las más conservadas, con valores de 

identidad superiores al 40%. Respecto a los dominios, las subunidades EhRFC1-1, 

EhRFC4-1, EhRFC4-2 y EhRFC5 conservan el dominio AAA es un dominio proteico 

altamente conservado que forma parte de la superfamilia AAA+ ATPasas. Además, 

EhRFC1-1 contiene los dominios BRC1 y el dominio RFC1, característico de la 

subunidad grande del complejo clamp loader (Bunz et al., 1998). En cuanto a las 

proteínas EhRFC4-1, EhRFC4-2 y EhRFC5, también presentan el dominio 

Rep_factorC_C, una región C-terminal involucrada en el ensamblaje estable del 

complejo RFC y su unión con PCNA (Neuwald et al., 1999). EhRFC1-2 y RFC2 

contienen el dominio P-loop_NTPase, típico de proteínas que se unen a nucleótidos y 

catalizan la hidrólisis de ATP, función clave para la actividad dinámica del complejo 

RFC (Walker et al., 1982).  
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Adicionalmente, la proteína EhRFC1-2 presenta el dominio DNA_pol3_clamp-

load_cptx_C, implicado en el reconocimiento del DNA y la carga de PCNA (Bunz et al., 

1998). Finalmente, EhRFC3 presenta dos dominios particulares: DNA_pol_3_delta, 

que está asociado estructuralmente a las polimerasas tipo III, y RFC_C3, que está 

implicado en la interacción con otras subunidades del complejo RFC y posiblemente 

con el DNA (Bunz et al., 1998). 

Por otra parte, determinamos los porcentajes de identidad de la proteína PCNA 

previamente reportada en E. histolytica por Cardona-Felix y et al. (2011). EhPCNA 

presenta una identidad entre el 34.62% y 39.38% contra H. sapiens y S. pombe, 

respectivamente. Con respecto a los dominios de EhPCNA, Cardona-Felix y et al. 

(2011) identificaron 2 dominios: el dominio PCNA_N que corresponde al dominio N-

terminal y el dominio PCNA_C que corresponde a C-terminal, que a su vez, están 

conectados por un bucle de conexión interdominios (Tabla 10). En cuanto a las DNA 

polimerasas, en el genoma de E. histolytica encontramos genes que codifican para las 

proteínas EhDNApol α, δ y ε. La proteína EhDNApolδ fue la más conservada, con un 

porcentaje cercano al 46%, mientras que la subunidad 2 de EhDNApolε mostró los 

niveles más bajos de identidad (13.00% y 18.06% con respecto a H. sapiens y S. 

pombe).  

Esta proteína conserva los dominios DNA_pol_B y DNA_pol_B_exo1 que presentan 

actividad de polimerasa y de exonucleasa 3’ a 5’ para corrección de errores, 

respectivamente (Aravind y Koonin, 1998). En la proteína EhDNApolδ identificamos un 

dominio denominado zf-C4pol, tipo dedos de zinc, que está implicado en la interacción 

con ácidos nucleicos y proteínas accesorias (Aravind y Koonin, 1998).  

En cuanto a la proteína EhDNApolε, los dominios que identificamos son: 

DNA_pol_D_N y DNA_pol_E_B están involucrados en la síntesis de la cadena líder y 

en la regulación del ciclo celular (Henninger y Pursell, 2014). Además, identificamos 3 

isoformas para las 2 subunidades de DNA primase S y L, 2 isoformas para RFC1, 2 

isoformas para RFC4 y no encontramos las subunidades que conforman DNApolδ (2, 

3 y 4) al igual que DNApolε (2, 3 y 4), solo identificamos una única proteína tanto para 

EhDNApolδ como para EhDNApolε. 
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Tabla 10. Dominios funcionales y estructuras tridimensionales de las proteínas involucradas en la 
replicación de la etapa de síntesis 

Etapa síntesis (S) 

Proteína / Número 
de acceso 

Dominios* (aa) Estructura** 

EhDNAprimase1S-1 
/ 

(EHI_103530) 
 

 

EhDNAprimase1S-2 
/ 

(EHI_129630) 
 

 

EhDNAprimase1S-3 
/ 

(EHI_010140) 
 

 

EhDNAprimase1L-1 / 
(EHI_127060) 

 

 

EhDNAprimase1L-2 / 
(EHI_147530) 
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EhDNAprimase1L-3 / 
(EHI_008590) 

 

 

EhTOP3α / 
(EHI_038920) 

 

 

EhTOP3β / 
(EHI_042880) 

 

 

EhRFC1-1 / 
(EHI_158610) 

 

 

EhRFC1-2 / 
(EHI_175240) 

 

 

EhRFC2 / 
(EHI_039320) 
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EhRFC3  / 
(EHI_081730) 

 

 

EhRFC4-1 / 
(EHI_167150) 

 

 

EhRFC4-2 / 
(EHI_086540) 

 

 

EhRFC5 / 
(EHI_099850) 

 

 

EhPCNA# / 
(EHI_128450) 

 

 

EhDNApolα / 
(EHI_151520) 
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EhDNApolδ# / 

(EHI_006690) 

 

 

EhDNApolε / 
(EHI_141410) 

 

 

* Dominios identificados con Interpro  
** Estructuras predichas con el programa Alpha fold 
# Proteína previamente identificada  (Pastor-Palacios et al., 2010; Cardona-Felix et al., 2011) 

C: Carboxilo terminal 
N: amino terminal  
 
 

8.1.4 Etapa terminación (T) 

En la etapa de terminación se llevan a cabo los eventos finales del proceso de 

replicación del DNA como 1) la eliminación de cebadores de RNA, 2) el sellado de los 

fragmentos de Okazaki y 3) la protección de los extremos cromosómicos, asegurando 

así la integridad genómica y la correcta finalización del ciclo replicativo (Burgers y 

Kunkel, 2017; Carty et al., 2003). Durante la etapa de terminación participan entre 6 y 

10 proteínas aprox. (Dewar y Walter, 2017). En el genoma de E. histolytica, 

identificamos 7 genes que codifican para proteínas de la etapa de terminación (Tabla 

11), aunque también encontramos varios genes duplicados para la misma proteína que 

podrían corresponder a isoformas de esta, dando un total de 8 genes codificantes para 

esta etapa. Dos de los 8 genes identificados presentan intrones (ehRNAaseh2-1 y 

ehRNAaseh2-2). Los 8 genes codifican proteínas con pesos moleculares entre 21.97 

y 78.16 kDa y con un pI entre 5.13 y 8.90.  

La localización subcelular de estas proteínas está predicha en el núcleo de la célula y 

en congruencia se encontró señal de localización nuclear en 6 proteínas 

(EhRNAaseH2-2, EhDNALig1, EhFen1, EhTRF-Like1, EhTRF-Like2 y EhTRF-Like3) 

(Anexo 1). Además, identificamos 2 isoformas para la subunidad de RNAaseH2.  
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La proteína EhTRF-Like III, previamente caracterizada por Rendón-Gandarilla y et al., 

(2018) no se identificó en H. sapiens y S. pombe. 

Tabla 11. Comparación de los componentes de la etapa de terminación de la replicación del DNA 
de E. histolytica con respecto a los organismos  H. sapiens y S. pombe 

Etapa de terminación (T) 

Nombre 
E. histolytica 

Proteína 
E. histolytica 

(ID)* 
H. sapiens 

(identidad %/valor e)a 

S. pombe 
(identidad %/ valor e)a 

RNAaseH1 EhRNAaseH1 EHI_042240  
O60930 

(31.11% / 1e-16) 
Q9UST8 

(35.56% / 6e-19)  

RNAaseH2 

EhRNAaseH2-1 EHI_084700 
O75792 

(36.12%/ 9e-85) 
Q10236 

(38.39% / 6Le-69) 

EhRNAaseH2-2 EHI_134360 
O75792 

(36,98% / 4e-60) 
Q10236 

(38.46% / 1e-56) 

DNALig1 EhDNALig1 EHI_111060 
P18858 

(36.19% / 0.0) 
P12000 

(35.29% / 0.0) 

Fen1 EhFen1 EHI_099740 
P39748 

(49.47% / 1e-171) 
P39750 

(45.24% / 1e-168) 

TRF-Like I 
 

EhTRF-Like I 
EHI_001090 

P54274 
(40.00% / 2e-14) 

Q6E434 
(27.69% / 6e-10) 

TRF-Like II EhTRF-Like II EHI_001110 
Q15554 

(37.93% / 6e-15) 
P79005 (Taz1) 

(30.99% / 9e-10) 

TRF-Like III EhTRF-Like III EHI_148140 NI NI 

* Número de acceso obtenido de AomebaDB 
a. Número de acceso obtenido de Uniprot y los porcentajes obtenidos mediante un blast de NCBI 
NI no identificado 

 

Las proteínas EhRNAasaH1 y dos variantes de EhRNAasaH2 mostraron porcentajes 

de identidad entre 31.11% y 38.46%. En cuanto a los dominios, identificamos que 

EhRNAasaH1 contiene el dominio Ribonuclease_H1, responsable de su capacidad 

catalítica para degradar los primers de RNA. Por otro lado, EhRNAasa H2 I y II 

conservan el dominio RNase_H_2 que participa en la eliminación de cebadores y en 

la vigilancia del genoma (Burgers y Kunkel, 2017) (Tabla 12). 

De manera interesante, E. histolytica solamente presenta una proteína de tipo ligasa 

previamente caracterizada por Cardona-Felix y et al. (2010).  
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Esta proteína presentó valores de identidad ligeramente superiores al 35% en ambos 

organismos de referencia (H. sapiens y S. pombe), lo que indica una conservación 

funcional relevante, ya que cataliza la unión covalente de los fragmentos de Okazaki 

(Cardona-Felix et al., 2010). Se ha reportado previamente que, a nivel estructural, la 

EhDNALig1 presenta tres dominios: un dominio de unión al DNA (DNA binding), un 

dominio de adenilación, y un dominio OB fold. Estos dominios corresponden a las 

regiones N-terminal, central y C-terminal de la proteína, respectivamente (Cardona-

Felix et al., 2010). Identificamos también en E. histolytica a la proteína EhFen1 que 

presenta un valor de identidad de 49.47% y 45.24% para H. sapiens y S. pombe. En 

EhFen1 identificamos dos dominios: XPG_N y XPG_I y un subdominio C-terminal con 

pliegue de exonucleasa 5′→3′, los cuales son comunes en nucleasas de tipo XPG y 

están relacionados con la actividad de escisión de estructuras en “flap”, que aparecen 

durante la replicación y la reparación por escisión de bases (González-Corrochano et 

al., 2020). 

Por otra parte, Rendón-Gandarilla y et al. (2018) previamente caracterizó 3 proteínas 

TRF-like de E. histolytica y determinó que podrían estar relacionadas con la protección 

de los extremos teloméricos en este parásito, ya que presentan los dominios de 

repetición telomérica (TRF) asociados con el mantenimiento de la estabilidad de los 

telómeros al evitar su reconocimiento como rupturas de DNA (Smogorzewska y de 

Lange, 2004). Estas proteínas mostraron valores entre 27.69% y 40% de identidad 

(Tabla 11). Las proteínas EhTRF-like presentan además el dominio TRFH, que permite 

que las proteínas TRF1 y TRF2 se asocien entre sí formando homodímeros o 

multímeros (Palm y De Lange, 2008).  

El otro dominio que conservan es el dominio de unión a DNA MYB (DBD-MYB, del 

inglés DNA binding domain), que está conservado en varios eucariontes y la 

característica común de este dominio es su ubicación cerca del N-terminal y consta de 

un repetido de aprox.  50 aa de longitud que a su vez forman 3 hélices alfa involucradas 

en el reconocimiento de la secuencia telomérica de DNA. (Arratia y Aguirre, 2013) 

(Tabla 12).   
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Tabla 12. Dominios funcionales y estructuras tridimensionales de las proteínas involucradas en la 
replicación de la etapa de terminación 

Etapa terminación 

Proteína / 
Número de 

acceso 
Dominios* (aa) Estructura** 

EhRNAaseH1 / 
(EHI_042240) 

 

 

EhRNAaseH2-1 
/ 

(EHI_084700) 
 

 

RNAsa H2 II / 
(EHI_134360) 

 

 

EhDNALig1# / 
(EHI_111060) 
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EhFen1 / 
(EHI_099740) 

 

 

EhTRF-Like1# / 
(EHI_001090) 

 

 

EhTRF-Like2# / 
(EHI_001110) 

 

 

EhTRF-Like3# / 
(EHI_148140) 

 

 

* Dominios identificados con InterPro  
** Estructuras predichas con el programa AlphaFold. 
# Proteína previamente identificada  (Cardona-Félix et al., 2010; Rendón-Gandarilla et al., 2018) 
C: carboxilo terminal 
N: amino terminal  
 

En resumen, de las ~63 proteínas identificadas en H. sapiens y S. pombe que 

participan en replicación, en el genoma de E. histolytica identificamos 43 genes que 

codifican para las mismas (Pre-RC 19 vs 12; Pre IC 15 vs 13; S 19 vs 22 T 10 vs 7), 

sin considerar las isoformas de las mismas proteínas, que nos darían un total de 57 

proteínas.  
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Esto nos sugiere que E. histolytica presenta una maquinaria de replicación simplificada 

donde EhORC1, EhDNAlig y las DNA polimerasas podrían ser críticas para la 

replicación del genoma de este organismo. 

8.2 Interactoma del replisoma de E. histolytica 

Para determinar si las proteínas identificadas y codificadas en el genoma de este 

parásito interaccionan entre sí conformando el replisoma de E. histolytica, se hizo un 

interactoma in silico empleando la plataforma STRING. Este análisis se hizo 

incluyendo las 57 proteínas que participan en las cuatro etapas de la replicación del 

DNA: Pre-RC (azul), Pre-IC (celeste), síntesis (verde) y terminación (amarillo).  

El interactoma obtenido presenta un total de 57 nodos correspondientes a las proteínas 

analizadas. La red de interacciones contiene 807 interacciones (edges), con un grado 

promedio por nodo de 28.3, lo que indica una alta conectividad entre las proteínas 

(Figura 11). El coeficiente promedio de agrupamiento local fue de 0.787, lo cual sugiere 

una fuerte tendencia a formar clústeres funcionales. Comparado con el número 

esperado de interacciones (56), el número observado es considerablemente mayor, lo 

que indica que las proteínas no están conectadas al azar. Esta diferencia es 

estadísticamente significativa, con un valor de p para el enriquecimiento en 

interacciones proteína-proteína (PPI) menor a 1.0e-16. En este análisis observamos 

que 3 proteínas no presentaron ninguna interacción, (EhRPA1-2, EhRPA3 y 

EhRNAasaH1) las cuales se eliminaron del interactoma obtenido. El interactoma 

obtenido muestra que las proteínas que conforman la etapa Pre-RC (ORC1, CDC6, 

MCM2-7, MCM8-9, MCMBP e IPI3) están interconectadas entre sí e interactúan con 

las proteínas de las otras etapas (Pre-IC, S y T). Los nodos de esta etapa son 

centrales, a excepción de los que corresponden a EhIPI3_WD y EhMCM BP, las cuales 

están alejadas, pero mantienen sus interacciones e interactúan con otros nodos de 

diferentes etapas. En el caso de EhIPI3_WD, mantiene interacciones con las EhCDK 

1 y 2, en cuanto a EhMCM BP, está interactuando con las proteínas del complejo 

EhMCM y con otras proteínas de otras etapas como S y T (EhDNAprimase y 

EhRNAase respectivamente). En cuanto a la etapa Pre-IC, se conforma de las 

proteínas EhCDK1 y 2, EhCDC45, el complejo de GINS (Psf1, Psf2, Psf3 y Sld5), 

EhRPA (1, 2 y 3).  

62



Es interesante que las isoformas de las proteínas EhCDK 1 y 2 están muy cercanas 

entre sí e interactuando con otras proteínas de otras etapas, lo cual refleja su papel 

importante de regular el ciclo celular; de igual manera pasa con el complejo de GINS.  

Con respecto a la etapa síntesis, observamos que las proteínas EhDNAprimase, 

EhRFCs, EhPCNA y DNA polimerasas interactúan tanto con las proteínas de la propia 

etapa como también de otras etapas. Finalmente, para la etapa de terminación, 

conformada por EhRNAsaH 1 y 2, EhFen1, EhDNA ligasa y EhTRF-like (I, II y III) 

observamos que presentan múltiples interconexiones, lo cual concuerda con su papel 

crucial en la etapa tardía de la replicación, pero coordinada con el resto del replisoma. 

Se observó que las EhTRF-like presentan pocas interacciones, lo que sugiere que, al 

participar en las etapas terminales de mantenimiento telomérico, posiblemente 

interaccionen con menos proteínas relacionadas con el proceso de replicación, 

mientras que EhFen1 y EhDNALig1 están más cercanas a las proteínas de la etapa 

síntesis (Figura 11). 

El análisis de enriquecimiento funcional identificó procesos biológicos fuertemente 

representados entre las proteínas identificadas. El proceso más enriquecido fue 

“Replicación del DNA”, que incluyó ~40 proteínas y mostró una tasa de descubrimiento 

falso (FDR) muy baja (≈ 1.0e–57), lo que indica una alta significancia estadística. Otros 

términos con un enriquecimiento destacado fueron “Inicio de la replicación del DNA” y 

“Elongación del DNA durante la replicación”, con valores de FDR inferiores a 1.0e–48 

y 1.0e–39, respectivamente. Estos procesos están estrechamente relacionados con la 

replicación del DNA y el mantenimiento de la integridad genómica, lo que refuerza la 

hipótesis del replisoma de E. histolytica (Figura 12 A). 
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Figura 11. Interactoma  in silico de las proteínas del replisoma en E. histolytica. Predicción in silico 
de las interacciones de las proteínas que participan en las 4 etapas de replicación del DNA en E. 
histolytica. Cada nodo tiene un color y corresponde a una proteína con su respectivo nombre. En color 
azul corresponde a la etapa Pre-RC, en celeste la etapa Pre-IC, en verde la etapa síntesis y en amarillo 
la etapa de terminación. Las líneas de colores entre los nodos corresponden a las interacciones 
predichas de acuerdo a datos obtenidos: rosa experimental, azul base de datos y negro a coexpresión 
basados en datos de STRING. Número esperado de aristas: 56 y valor p de enriquecimiento de 
interacciones proteína-proteína: < 1.0e-16. 

 

El análisis de enriquecimiento funcional por componente celular reveló procesos 

relacionados con la división celular significativamente sobre-representados en el 

conjunto de las proteínas analizadas. El término más enriquecido fue “división nuclear 

mitótica”, con ~20 proteínas involucradas y una tasa de descubrimiento falso (FDR) 

baja (≈ 1.0e–22), lo cual indica una alta significancia estadística.  
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Le siguen en relevancia términos estrechamente relacionados como “división nuclear” 

y “segregación cromosómica”, con FDR menores a 1.0e–19 y 1.0e–17 

respectivamente. Estos resultados muestran que las proteínas identificadas se 

encuentran relacionadas con procesos como la mitosis, la segregación de cromátidas 

hermanas, la organización del huso mitótico, y la condensación cromosómica, todos 

ellos representados con significancia estadística considerable (FDR < 1.0e–14) (Figura 

12 B). 

 

 

Figura 12. Análisis de enriquecimiento funcional del replisoma de E. histolytica. Los gráficos de 
burbujas muestran los términos significativamente enriquecidos: (A) Función molecular y (B) 
Componente celular. El tamaño de las burbujas representa el número de proteínas asociadas a cada 
término, mientras que el color indica la significancia estadística del enriquecimiento (FDR).  
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Este análisis in silico reveló una red altamente conectada entre las proteínas asociadas 

a la replicación del DNA en E. histolytica, lo que proporciona evidencia de un replisoma 

en este parásito. Así mismo, estos resultados permiten proponer que E. histolytica 

posee un conjunto conservado y funcionalmente organizado de proteínas que integran 

un replisoma activo, conectado además con mecanismos clave del ciclo celular. 

8.3 Expresión diferencial de genes del replisoma durante la depleción y 
reposición de suero. 

Para explorar la dinámica de expresión de genes que codifican proteínas del replisoma 

en Entamoeba histolytica, analizamos los estudios transcriptómicos reportados en la 

base de datos AmoebaDB, específicamente el reportado por Naiyer y et al. (2019). 

Este transcriptoma se obtuvo a partir de trofozoítos de E. histolytica de las siguientes 

condiciones experimentales: 1) trofozoítos cultivados en condiciones normales de 

cultivo, 2) sometidos a depleción de suero durante 24 h y 3) condición de reposición 

de suero por 2 h. Aunque Naiyer et al., 2019 estudiaron el efecto en el transcriptoma 

de la depleción de suero como una condición de estrés, a nosotros nos interesó ya que 

previamente se reportó que la privación de suero provoca un arresto reversible en el 

ciclo celular de trofozoítos de E. histolytica, emulando así una sincronización celular 

(Austin y Warren, 1983). Esto se debe a que la falta de factores de crecimiento y 

nutrientes que están presentes en el suero impiden que las células avancen en el ciclo 

celular y así mismo se detiene la síntesis de proteínas y se bloquea la progresión de 

la fase S.  

Se obtuvieron los transcritos por millón (TPM) de las condiciones antes descritas 

(basal, privación de suero y reposición de suero), y se visualizaron los patrones de 

expresión de los datos normalizados por medio de un gráfico tipo mapa de calor, el 

cual muestra los niveles de expresión de los genes asociados al replisoma bajo las 

tres condiciones experimentales. Los colores representan la magnitud del cambio en 

la expresión (escala de -1 a 1), donde el rojo indica sobreexpresión relativa y el azul, 

subexpresión relativa (Figura 13). De manera interesante, se observan diferentes 

agrupamientos (clusters): 1) dependiendo de la condición y 2) por grupo de genes.  
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En el caso del agrupamiento por condición, el mapa de calor muestra que en la 

condición basal, la mayoría de los genes se expresan poco (tonos azules), lo que 

sugiere una actividad replicativa baja, probablemente debido a que el cultivo se 

encuentra asincrónico. En la depleción de suero, se observa un aumento importante 

en la expresión de muchos genes, lo cual podría reflejar una activación que permita a 

los trofozoítos prepararse para la replicación. En la reposición de suero, se detecta una 

sobrerregulación más intensa de un subconjunto de genes, lo que sugiere que el 

retorno de nutrientes promueve la reactivación del ciclo celular y la replicación del DNA 

(Figura 13). Para el agrupamiento por grupo de genes, estos se agruparon según su 

patrón de expresión en seis grupos señalados en recuadros de colores (rojo, naranja, 

azul, morado, amarillo y verde) (Figura 13). 

Grupo rojo: se conforma de 13 genes que mostraron muy alta expresión en la condición 

basal. Sin embargo, muestran una drástica disminución durante la depleción de suero 

y su expresión permanece baja tras la reposición. Este patrón sugiere que estos genes 

podrían estar activos durante fases específicas del ciclo celular (Fig. 13, recuadro rojo). 

Grupo naranja: agrupa 8 genes que presentan en la condición basal una expresión alta 

y muy alta; con fuerte represión tras la depleción de suero y aumento en su expresión 

después de la reposición de suero. Este comportamiento podría corresponder a genes 

involucrados en la fase S/G2, los cuales se están expresando constitutivamente para 

mantener la replicación del DNA en condiciones normales y una reactivación 

progresiva del ciclo celular. 

Grupo azul: incluye 4 genes que, en la condición basal, presentan una baja expresión 

y que en la condición de reposición de suero presentaron una muy alta expresión. Lo 

que sugiere que podrían ser genes clave en el inicio de la replicación, activados por 

señales de entrada a la fase S. 

Grupo morado: En este grupo se encuentran 5 genes de baja expresión en la condición 

basal, curiosamente, en la depleción de suero hubo un gran incremento en su 

expresión, seguido de una disminución tras la reposición de suero. Este 

comportamiento sugiere que estos genes podrían estar implicados en la 

reconfiguración de la maquinaria replicativa durante la fase G1. 
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Grupo amarillo: es el grupo que integra el mayor número de genes (16), los cuales 

incrementan moderadamente su expresión durante la depleción, con regulación 

variable tras la reposición de suero. Lo cual podría implicar una preparación temprana 

de la maquinaria replicativa durante el arresto celular inducido por la depleción.  

Grupo verde: compuesto por 11 genes que mostraron muy baja expresión en la 

condición basal, aumento progresivo con la depleción y máxima activación tras la 

reposición de suero. Este comportamiento sugiere una activación dependiente de fase 

S, en donde estos genes estarían directamente involucrados en la síntesis y 

finalización de la replicación del DNA.  

 

Figura 13. Mapa de calor de la expresión de genes relacionados con la replicación del DNA en E. 
histolytica. mapa de calor de 57 genes implicados en la replicación del DNA de trofozoítos de E. 
histolytica en condiciones de cultivo basal, depleción de suero y reposición de suero. Los datos 
corresponden a valores de TPM obtenidos de AmoebaDB y fueron normalizados para su 
representación. Los niveles de expresión están por color: rojo (alta expresión), azul (baja expresión) y 
blanco (expresión intermedia). 
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En resumen, el análisis transcriptómico muestra que la replicación del DNA está 

regulada por la disponibilidad de nutrientes. La depleción de suero provoca un bloqueo 

del ciclo celular, mientras que su reposición induce la expresión de genes del 

replisoma, lo que indica una activación coordinada de la replicación y la progresión 

hacia fase S. 

8.4 Ensayo de sincronización celular de trofozoítos de E. histolytica 
mediante RT-PCR 

 

Ya que la depleción y reposición de suero modifica la expresión de los genes 

involucrados en la replicación del DNA (posiblemente relacionado a un proceso de 

sincronización celular), realizamos un análisis de expresión de algunos genes de las 

diferentes etapas de la replicación del DNA. Para ello se obtuvieron cultivos de 

trofozoítos a los cuales se les depletó el suero durante 12 h, seguido de una reposición 

de suero, y se cosecharon a diferentes intervalos de tiempo: 0, 0.5, 1.5, 3, 6, 9, 11 y 

24 h, además de una condición basal (sin depleción de suero). Para ello, a partir de 

los primers diseñados para amplificar genes representativos de cada etapa (tabla 4), 

se hicieron ensayos de RT-PCR semicuantitativa utilizando el gen ehcoact como 

control de carga, ya que codifica para un coactivador transcripcional de expresión 

constitutiva que no presenta cambios en su expresión durante la sincronización celular. 

Adicionalmente, como control positivo se utilizó DNAg y como control negativo se 

utilizó RNA tratado con DNAasa al cual no se le agregó retrotranscriptasa. 

8.4.1 Análisis de la expresión de genes que conforman la etapa Pre-RC  

En la etapa Pre-RC, se analizó la expresión de los genes representativos ehorc1, 

ehcdc6, ehmcm3 y ehmcm4 (Figura 14). Este ensayo mostró que todos los genes se 

expresan en condiciones basales de cultivo. En este ensayo observamos a las 0 horas 

una disminución de la expresión de los genes ehorc1, ehmcm3 y ehmcm4 con respecto 

a la condición basal, lo cual concuerda con el estado de arresto o bloqueo celular. 

Observamos también un aumento paulatino en la expresión de estos mismos genes 

durante los tiempos de reposición de suero (0.5 a 3 h). Posteriormente, a las 6 h, se 

evidenció una disminución en la expresión, lo que podría reflejar la finalización de la 

fase de síntesis o la terminación de la replicación del DNA. A las 9 h, la expresión 

vuelve a incrementar de manera gradual hasta las 24 h.  
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El único que no presentó este efecto fue el gen ehcdc6, ya que se expresó 

abundantemente a lo largo de todos los tiempos analizados, lo cual pudiera estar 

relacionado con una expresión constitutiva. 

 

Figura 14. Análisis de la expresión de genes relacionados con componentes del complejo Pre-
RC en E. histolytica mediante RT-PCR semicuantitativa. A) Se analizaron los genes ehorc1, ehcdc6, 
ehmcm3 y ehmcm4 en trofozoítos de E. histolytica sincronizados por depleción de suero durante 24 h y 
posteriormente reposición de suero. Los tiempos post-reposición evaluados fueron: 0, 0.5, 1.5, 3, 6, 9, 
11 y 24 h. La condición basal corresponde a trofozoítos no sincronizados, y los controles positivos (+) y 
negativos (–) corresponden a DNA genómico y RNA tratado sin transcriptasa inversa, respectivamente. 
El marcador (M) indica pesos moleculares. El gen ehcoact se utilizó como control de carga. B) Gráficos 
de la expresión relativa de genes representativos, obtenidos a partir de duplicados independientes del 
ensayo de RT-PCR semicuantitativa. Expresion relativa a la expresión del gen control (coactivor). 
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8.4.2 Análisis de la expresión de genes que conforman la etapa Pre-IC  

En la etapa Pre-IC se analizaron los genes ehpsf1, ehcdc45, ehtop II y ehrpaII (Figura 

15). En la condición basal, todos los genes se expresan abundantemente, con 

excepción de ehtopII, cuya expresión fue baja. El comportamiento de ehpsf1 a lo largo 

del ensayo fue semejante al observado para los genes de la etapa Pre-RC (ehorc-1, 

ehmcm3, ehmcmc4). El gen ehcdc45 presenta un patrón de expresión semejante a 

ehcdc6, abundante y aparentemente de expresión constitutiva.  

 

Figura 15. Análisis de la expresión de genes relacionados con componentes del complejo Pre-IC 
en E. histolytica mediante RT-PCR semicuantitativa. A) Se evaluó la expresión de los genes ehpsf1, 
ehcdc45, ehtopII, y ehrpaII durante un experimento de sincronización celular por depleción y reposición 
de suero en trofozoítos de E. histolytica. Las muestras se recolectaron en los tiempos: 0, 0.5, 1.5, 3, 6, 
9, 11 y 24 h post-reposición. Se incluyen la condición basal (B), basal con mayor densidad (B+), y 
controles positivos (+), negativos (–) y marcador de peso molecular (M). Se utilizó el gen ehcoact como 
control de carga. B) Gráficos de la expresión relativa de genes representativos, obtenidos a partir de 
duplicados independientes del ensayo de RT-PCR semicuantitativa. 
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Por su parte, ehtopII mantuvo baja expresión a las 0 h, pero mostró un aumento 

progresivo hasta las 3 h, seguido de una disminución a las 6 h. En el caso de ehrpa II, 

alcanza su mayor expresión a las 0.5 h, y disminuye su expresión. De manera 

interesante, a las 11 h la expresión de ehrpa II se elevó nuevamente a niveles similares 

a los de las 0.5 h. 

8.4.3  Análisis de la expresión de genes que conforman la etapa S 

Para esta etapa se analizaron los genes ehtop III, ehpcna, ehdnapol δ y ehdnapol ε 

(Figura 16). En la etapa Pre-IC, se analizó el gen ehtopII, ya que su participación es 

en la apertura del DNA y la formación del complejo CMG, donde alivia la tensión 

generada por la helicasa MCM al desenrollar la doble hélice (Wang, 2002). En cambio, 

el gen analizado ehtopIII fue incluido en la etapa de S debido a su participación en la 

resolución de estructuras intermedias durante la elongación del DNA; así mismo, 

participa en la etapa T, ya que también colabora con FEN1 para la maduración de los 

fragmentos de Okazaki y en la reparación (Champoux, 2001; Plank y Hsieh, 2009). En 

la condición basal, la mayoría de los genes se expresa de forma abundante con 

excepción de ehtop III que se expresa menos. También observamos que la expresión 

de ehtop III pareciera ser constante y abundante a lo largo del ensayo, a excepción de 

las 9 horas, donde se observa una disminución de la expresión.  

En cuanto a ehpcna, este gen se expresa tempranamente desde las 0 y hasta las 3 h. 

Posteriormente, disminuye drásticamente hasta las 6 h y se observa una recuperación 

de la expresión a las 9 y 11 h, seguido de una reducción a las 24 h. En cuanto a las 

polimerasas, para ehdnapolδ, la expresión se mantuvo moderada a lo largo del 

ensayo, mientras que para ehdnapolε, se observó una disminución a partir de las 6 

horas. 

En conjunto, se observó que los genes analizados presentan una regulación dinámica 

a lo largo del tiempo. La mayoría mostró una disminución de la expresión a partir de 

las 6 y 11 h, similar para las etapas anteriores, lo que podría estar asociado a la 

finalización de la fase S o al inicio del otro nuevo ciclo de replicación. 
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Figura 16. Análisis de la expresión de genes relacionados con componentes de la etapa de 
síntesis en E. histolytica mediante RT-PCR semicuantitativa. A) Se analizó la expresión de los genes 
ehtop III, ehpcna, ehdnapolδ y ehdnapolε en trofozoítos sincronizados. Las condiciones experimentales 
incluyeron depleción de suero por 24 h seguida de reposición, con recolección de muestras en los 
tiempos indicados (0 a 24 h), así como la condición basal (B), control positivo (+), negativo (–) y 
marcador de peso molecular (M). El gen ehcoact fue utilizado como control de carga para normalizar la 
expresión. B) Gráficos de la expresión relativa de genes representativos, obtenidos a partir de 
duplicados independientes del ensayo de RT-PCR semicuantitativa. 
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8.4.4 Análisis de la expresión de genes que conforman la etapa T 

Se analizaron los genes ehdnalig1, ehfen1 y ehtrf-like I, ehtrf-like II y ehtrf-like III, los 

cuales están implicados en el sellado de fragmentos de Okazaki, procesamiento y 

mantenimiento de los telómeros, respectivamente (Figura 17). En la condición basal, 

todos los genes mostraron niveles bajos de expresión. Para los genes ehdnalig 1, 

ehfen1 y ehtrf-like I observamos que la expresión inicia a partir de las 0.5 h y continúa 

hasta las 3 h. A las 6 h, estos genes presentaron una disminución en su expresión, 

seguida por una recuperación a las 9 h. En el caso de ehtrf-like II y ehtrf-like III, se 

observó un patrón similar entre ellas, donde la expresión es constante en todas las 

condiciones.   

En resumen, el análisis de expresión génica evidenció una activación temporal y 

coordinada de los genes involucrados en la replicación del DNA tras la privación y la 

reposición de suero. Estos resultados sugieren que la primera activación replicativa, 

inducida por la reposición, podría estar ocurriendo de 0.5 hasta las 6 h, empezando un 

nuevo ciclo de replicación a las 9 h, lo cual es consistente con estudios previos que 

señalan que E. histolytica puede replicar su DNA cada 8 a 10 h (Mukherjee et al.,  

2009). 

8.5 Expresión y localización de EhPCNA durante la sincronización celular 
de trofozoítos de E. histolytica 

Para observar lo que ocurre con EhPCNA durante la progresión del ciclo celular, se 

realizó un ensayo de inmunofluorescencia indirecta en trofozoítos de E. histolytica, 

cultivados sin suero por 12 y posteriormente con suero por diferentes tiempos (0, 0.5, 

1.5, 3, 6, 9, 11 y 24 h). Para ello, se utilizó un anticuerpo primario anti-EhPCNA, 

seguido de un anticuerpo secundario conjugado con FITC (verde), mientras que el 

núcleo fue marcado con DAPI (azul) (Figura 18; Anexo 3). 

En la condición basal, se observó que EhPCNA está localizada principalmente en el 

núcleo de los trofozoítos; esto es consistente con la función coordinar múltiples 

procesos asociados con la síntesis del DNA como incrementar la procesividad de las 

DNA polimerasas (Moldovan et al., 2007).  
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Figura 17. Análisis de la expresión de genes relacionados con componentes de la etapa de 
terminación de la replicación en E. histolytica mediante RT-PCR semicuantitativa. A) Se evaluaron 
los genes ehdnaligi, ehfen1, y las variantes ehtrf-like I, II y III en un modelo de sincronización por 
depleción y reposición de suero. Las muestras fueron tomadas a los tiempos 0, 0.5, 1.5, 3, 6, 9, 11 y 24 
h post-reposición. Se incluyen las condiciones basal (B), basal con mayor densidad (B+), así como los 
controles positivos (+), negativos (–), y marcador (M). El gen ehcoact fue utilizado como control interno. 
Se utilizó el gen ehcoact como control de carga. B) Gráficos de la expresión relativa de genes 
representativos, obtenidos a partir de duplicados independientes del ensayo de RT-PCR 
semicuantitativa. 

 

Con respecto al tiempo 0 h, EhPCNA continúa localizada en el núcleo, pero aumenta 

considerablemente su expresión y disminuye a las 1.5 h. A las 3 h, la señal de EhPCNA 

se observó que aumenta y está más presente en núcleo y citoplasma. El 

reconocimiento de EhPCNA disminuye a partir de las 6 h. 
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Figura 18. Detección de EhPCNA mediante inmunofluorescencia en trofozoítos de E. histolytica 
sincronizados. A) Trofozoítos de E. histolytica incubados sin suero durante 12 horas, seguida de 
reposición de suero, se fijaron y procesaron a diferentes tiempos. Las muestras se incubaron con anti-
EhPCNA (1:250) y se visualizaron por medio de microscopía confocal. B) Cuantificación de la intensidad 
de fluorescencia nuclear empleando el ImageJ de los diferentes tiempos analizados.  
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9. Discusión  

En E. histolytica, se han identificado previamente algunas proteínas relacionadas con 

el proceso de replicación del DNA. Algunas de ellas se han analizado de manera in 

silico y de otras se ha caracterizado su actividad funcional (Das y Lohia, 2000; Das et 

al. 2004; Cardona-Félix et al., 2010; 2011; Pastor-Palacios et al., 2010; Azuara et al., 

2018; Kurniawan et al., 2018; Rendón-Gandarilla et al., 2018; Pal y Dam, 2023). Sin 

embargo, hasta la fecha no se han identificado todos los componentes que conforman 

el replisoma de este parásito. Por ello, en este estudio, se llevó a cabo la identificación 

in silico de las proteínas correspondientes a las cuatro etapas que conforman la 

replicación del DNA: Pre-RC, Pre-IC, síntesis (S) y terminación (T) y se analizaron la 

presencia de los dominios conservados y sus patrones de expresión. 

Identificamos en E. histolytica, 12 genes que codifican para proteínas de la etapa Pre-

RC, de los cuales algunos presentan señal de localización nuclear y conservan 

dominios funcionales e identidad con proteínas homólogas de H. sapiens y S. pombe 

(Anexo 1). El complejo ORC, compuesto por 6 subunidades, se une a los orígenes de 

replicación de forma dependiente del ATP y funciona de andamiaje para el ensamblaje 

de otros factores de la iniciación. Sin embargo, en E. histolytica no se han identificado 

los genes que codifican para las subunidades ORC2–6, solo se identificó un gen que 

codifica para una subunidad denominada EhOrc1, lo que sugiere una simplificación 

estructural del complejo ORC en este organismo (Grewal y Lohia, 2015). Sería 

interesante analizar si EhOrc1 es capaz de formar hexámeros durante el 

reconocimiento del sitio Ori. Recientemente, la proteína EhOrc1 se analizó in silico y 

se propuso que presenta una función dual ORC1/CDC6 (Pal y Dam, 2023). No 

obstante, en este trabajo identificamos dos genes independientes que codifican para 

EhORC1 y EhCDC6 (Anexo 2) que se expresan diferente durante el ayuno y la 

reposición de suero. Esto confirma que en el genoma de E. histolytica están presentes 

ambos genes, a diferencia de lo que se había reportado por Pal y Dam (2023) sobre 

una sola proteína con función dual EhORC1/CDC6. Además, EhORC1 y EhCDC6 

presentan una identidad del 23% y 25% con respecto a H. sapiens, EhORC1 contiene 

al dominio AAA_22, el cual es una variante de la superfamilia AAA+ ATPasa, mientras 

que EhCDC6 presenta el dominio AAA. Ambos dominios comparten una arquitectura 

central de aprox. 250 aa.  
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Dentro de estos dominios se encuentran los motivos tipo Walker A (P-loop) Walker B, 

necesario para la hidrólisis de ATP (Neuwald et al., 1999; Iyer et al., 2004), lo que 

indica que conservan su capacidad de hidrolizar y unir ATP, respectivamente, función 

esencial en el inicio de la replicación del DNA. En estas proteínas no se identificaron 

señales de localización nuclear (NLS), a diferencia de otros eucariontes como S. 

cerevisiae, donde ORC y CDC6 tienen múltiples NLS (Anexo 1), así como dominios de 

interacción con MCM (Bell y Dutta, 2002; Kragelund et al., 2006).  

En relación con el complejo MCM, identificamos a las proteínas EhMCM 2–9, de las 

cuales las subunidades MCM 2–7 conforman el complejo helicasa, encargado del 

desenrollamiento del DNA. Algunos de los genes mcm han sido previamente 

identificados en el genoma de este organismo (Gangopadhyay et al., 1997; Grewal y 

Lohia et al., 2015). Adicionalmente, analizamos la secuencia de proteínas y 

observamos que todas conservan los dominios MCM_N, MCM_OB, MCM/AAA+ 

ATPasa y el dominio MCM_lid, los cuales son importantes para su función de helicasa, 

lo que sugiere que E. histolytica conserva las características estructurales necesarias 

para el funcionamiento del complejo MCM. 

Las helicasas EhMCM8 y EhMCM9 no forman parte del complejo MCM2–7, pero están 

implicadas en el reclutamiento de CDC6, factor clave para la carga de las proteínas 

MCM en los orígenes de replicación (Helderman et al., 2023; Weng et al., 2023). 

Finalmente, identificamos dos proteínas adicionales: EhMCM-BP y EhIPI3-WD. En 

mamíferos, MCM-BP participa en el ensamblaje, estabilización y disociación del 

complejo MCM, interactuando con MCM3 y MCM5 a través del dominio MCM_bind 

(Samel et al., 2014; Saito et al., 2022; Hatoyama y Kanemaki, 2023). La proteína 

EhMCM-BP presenta este dominio, lo cual sugiere una conservación funcional. La 

proteína EhIPI3-WD presenta un dominio WD con 4 regiones o subdominios repetidos, 

similares a los dominios WD40 observados en H. sapiens (que presenta cinco 

repetidos). Estos dominios están implicados en interacciones proteína–proteína y, en 

levaduras, IPI3 participa en el reclutamiento del complejo MCM al sitio Ori (Takahashi 

et al., 2010; Campbell y Struhl, 2012). En mamíferos, estos dominios sirven como 

plataformas de ensamblaje multiproteico (Huang et al., 2016), lo que sugiere que en 

E. histolytica, EhIPI3-WD podría participar tanto en la estabilidad del complejo MCM 

como en la interacción con otras proteínas de la replicación como EhORC1 y EhCDC6. 
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En cuanto a la expresión de estos genes, ehmcm2-7 aumentan su expresión de forma 

similar en las condiciones de depleción y reposición de suero, siendo los genes 

ehmcm4 y 5 los de mayor incremento (Naiyer et al., 2019). Notoriamente, observamos 

un comportamiento similar para ehmcm3 y 4, en nuestras condiciones experimentales. 

Nuestros resultados evidencian que E. histolytica conserva un repertorio básico de 

proteínas para formar el complejo Pre-RC, aunque con una organización simplificada. 

Esto puede deberse a adaptaciones evolutivas propias de organismos unicelulares 

parásitos, como se ha observado en T. cruzi, donde algunas subunidades del complejo 

ORC no están presentes (da Silva et al., 2017). La identificación de proteínas como 

MCM-BP e IPI3-WD y la conservación de dominios funcionales refuerzan la idea de 

que, aunque reducido en número, el complejo Pre-RC de E. histolytica podría ser 

funcional y participar en el inicio de la replicación del DNA de manera eficiente bajo su 

contexto biológico. 

Con respecto a la etapa Pre-IC, identificamos 20 genes que codifican para proteínas 

relacionadas con esta etapa, de los cuales algunos se encuentran duplicados. Esto 

podría indicar que pertenecen a familias de genes o bien que codifican para isoformas 

de la misma proteína que surgieron durante la adaptación a la vida parásita. De estos 

genes, la mitad presentan intrones, y solo dos codifican para proteínas que con NLS 

(Anexo 1). Sin embargo, la mayoría conservan tanto sus dominios funcionales y 

presentan altos porcentajes de identidad con proteínas homólogas de H. sapiens y S. 

pombe.  

La proteína EhCDC45 previamente se identificó en E. histolytica y mostró una 

identidad superior al 20% con respecto a sus ortólogos en humanos y levaduras 

(Kurniawan et al., 2018). Esta proteína conserva dominios clave como DHH en el 

extremo N-terminal, DHHA1 C-terminal, el dominio CID y un segmento conector α-

helicoidal; dichos dominios son fundamentales para su interacción con las proteínas 

MCM, el complejo de GINS y el complejo CMG (Cdc45- Mcm2-7- GINS). De manera 

interesante, este parásito tiene todas las proteínas para formar los complejos GINS y 

CMG. Las proteínas EhPSF1-3 y EhSLD5 presentan el dominio GINS_A, responsable 

de la interacción con las helicasas MCM y alguna también presentan el dominio 

GINS_B que facilita la interacción con CDC45.  
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Las proteínas mantienen la arquitectura α-helicoidal característica, que estabiliza la 

horquilla de replicación. Aunque el complejo GINS fue identificado previamente por 

Grewal y Lohia (2015), hasta ahora no se habían analizado en detalle sus dominios 

conservados ni su estructura tridimensional. Por su parte, el complejo CMG tiene una 

función en la activación de la helicasa replicativa, y facilitando la apertura de la doble 

hélice de DNA (Moyer et al., 2006). 

Por otro lado, en E. histolytica encontramos siete genes que codifican para cinasas 

tipo CDK1 y CDK2, con identidades de hasta 52.4%, mientras que en H. sapiens se 

han identificado 20 genes que codifican para CDKs, agrupados en familias de acuerdo 

con su función (Fisher, 2011). Todas las proteínas identificadas conservan el dominio 

catalítico Pkinase, característico de serina/treonina cinasas (Hanks et al., 1988). Las 

CDKs promueven la conversión de los complejos de pre-replicación (pre-RC) en 

complejos de iniciación activos mediante la fosforilación de los factores Sld2 y Sld3. 

La cinasa dependiente de Dbf4 (DDK) regula la activación de los orígenes de 

replicación mediante fosforilación. De manera interesante, en E. histolytica no se 

identificaron genes que codifican para DDK, lo que podría indicar que la fosforilación 

de ORC, CDC6 y MCM está mediada únicamente por CDKs (Anexo 2). Esto sugiere 

diferencias importantes en cuanto a la regulación de esta etapa en este parásito.  

En cuanto a las topoisomerasas (TOP), las enzimas encargadas de aliviar la tensión 

provocada por el desenrollamiento del DNA (Pommier et al., 2016), en este trabajo 

identificamos a las topoisomerasas de tipo II y III (isoformas A y B) que mantienen una 

alta identidad con los ortólogos de H. sapiens y levadura. La topoisomerasa II en E. 

histolytica conserva los cinco dominios clave asociados con la hidrólisis de ATP, el 

corte reversible de DNA y el mantenimiento de la estructura de la doble hélice durante 

la replicación. Las topoisomerasas III A y B presentaron los dominios Toprim, 

Topoisom_bac y Zn_ribbon_TOP3B que respaldan su función en el alivio de 

superenrollamientos y la resolución de estructuras. En E. histolytica, la topoisomerasa 

tipo II A se expresa abundantemente durante el estrés y el enquistamiento. De manera 

interesante, cuando se silenció este gen se redujo la viabilidad y la eficiencia del 

enquistamiento (Varghese y Ghosh, 2020).  
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Finalmente, la proteína de replicación A (RPA) es un complejo heterotrimérico 

compuesto por tres subunidades (RPA1, RPA2 y RPA3) de 70, 32 y 14 kDa, 

respectivamente esencial en eucariotas para los procesos de replicación, 

recombinación y reparación del DNA que además interactúa con PCNA. En E. 

histolytica, identificamos los genes que codifican para las tres subunidades del 

complejo RPA (EhRPA1, EhRPA2 y EhRPA3), con identidades entre 18.18 % y 

29.47 % respecto a sus ortólogos humanos. De manera interesante, se identificaron 

tres genes que codifican isoformas de RPA1 con un peso molecular aproximado de 70 

kDa similar al de RPA1 de H. sapiens. Estas isoformas conservan los tres dominios 

OB-fold fundamentales para la unión al DNA monocatenario (Broderick et al., 2010; 

Krasikova et al., 2016). En el caso de EhRPA2, se identificó un dominio OB-fold y 

secuencias de fosforilación también presentes en el ortólogo humano, aunque 

presenta un peso molecular menor (16 vs 32 kDa). Por su parte, EhRPA3 muestra un 

peso molecular similar al de la proteína humana y aunque no se identificaron dominios 

en su secuencia la estructura tridimensional predicha mediante AlphaFold revela una 

organización muy similar a la de un dominio OB-fold (Tabla 8). De manera interesante, 

los tres genes disminuyen su expresión tras la remoción y reposición de suero por lo 

que podrían responder ante estímulos similares. La conservación estructural sugiere 

que dichas proteínas podrían conservar funciones clave en la estabilización de hebras 

monocatenarias durante la replicación del DNA.  

Para la etapa de síntesis del DNA, en E. histolytica identificamos 19 genes que 

codifican para proteínas que conservan sus dominios funcionales, sin embargo, muy 

pocas presentaron señales de localización nuclear (Tabla 9, Anexo 1). La etapa S en 

eucariotas depende de la actividad de una RNA primasa y la DNA-pol α formando el 

complejo pol-prim. En E. histolytica se identificaron tres isoformas para la subunidad 

pequeña y grande de la primasa (PriS y PRIM2, respectivamente). Al comparar con 

sus ortólogos de humano y levadura, llama la atención que EhDNAprimase1S-2mostró 

un valor reducido (~9 %), lo que sugiere una divergencia evolutiva. Además, se predice 

un peso molecular menor (22.48 kDa), en comparación con las demás isoformas (44–

45 kDa) y con su ortólogo humano (~49 kDa). En el caso de las subunidades grandes, 

EhDNAprimase1L-2 mostró un peso semejante a la del ortólogo humano (~58 kDa).  
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Sin embargo, todas las isoformas conservan los dominios funcionales característicos, 

lo que sugiere que podrían estar involucradas tanto en la replicación como en la 

respuesta a estrés replicativo o procesos de reparación. La región C-terminal de p180 

(p180C), altamente conservada, desempeña un papel estructural clave al unir 

funcionalmente las subunidades p70 y la primasa con la polimerasa catalítica. Estas 

proteínas podrían además tener funciones alternativas, incluyendo posibles roles en el 

mantenimiento de telómeros, ya que se ha demostrado que el complejo pol-prim puede 

interactuar con TRF1 y TRF2, actuando como una segunda maquinaria para el 

mantenimiento telomérico (Zinder et al., 2022). Los genes ehdnaprimase1s-1 y 2 y 

ehdnaprimase1l-3 se expresan abundantemente en la condición basal y su expresión 

disminuye tras la depleción y reposición de suero, mientras que para ehdnaprimase1s-

3 y ehdnaprimase1l-1 y 2 la expresión ocurre de manera inversa (expresión baja en la 

condición basal y alta tras depleción y reposición de suero) indicando una posible 

activación durante la replicación del DNA.  

Las topoisomerasas EhTOP3 α y β las incluimos en la etapa S del ciclo celular debido 

a que participan en conjunto con FEN1, en la resolución de intermediarios de 

replicación durante la elongación y en la maduración de fragmentos de Okazaki (Plank 

y Hsieh, 2009). EhTOP3 α tiene un peso molecular significativamente menor que su 

ortólogo humano (69.6 vs 112.3 kDa), mientras que EhTOP3 β es similar en tamaño y 

presentan una NLS (Anexo 1), lo que podría indicar diferencias en su regulación y 

transporte nuclear. Ambas topoisomerasas conservan los dominios Toprim y 

Topoisom_bac, esenciales para la actividad catalítica, pero EhTOP3 β contiene 

adicionalmente un dominio Zn_ribbon_TOP3B, implicado en la catálisis del corte y 

religación del DNA (Champoux, 2001), lo que sugiere una especialización funcional. 

En cuanto a la expresión, ehtop3 α pareciera un gen constitutivo, mientras que ehtop3 

β aumenta tras la reposición de suero, sugiriendo una regulación diferencial durante la 

replicación.  

Por otro lado, el complejo RFC en H. sapiens está compuesto por cinco subunidades 

(RFC1–RFC5) y actúa facilitando la interacción entre PCNA y el DNA para conferir alta 

procesividad a las DNA polimerasas δ y ε (Yao y O'Donnell, 2012).  
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En E. histolytica identificamos los cinco genes que codifican para las subunidades del 

complejo RFC, incluyendo dos genes que codifican para isoformas de EhRFC1. 

EhRFC 3-5 presentan pesos moleculares similares a los observados en H. sapiens, lo 

que sugiere una posible conservación estructural y funcional del complejo en este 

parásito. Sin embargo, las isoformas EhRFC1-1 y EhRFC1-2 presentan un peso 

molecular de 80.9 y 38.4 kDa respectivamente, que es considerablemente menor a la 

proteína de H. sapiens (128 kDa). También, EhRFC2 tiene un tamaño reducido en 

comparación con su ortólogo humano (18.3 vs ~39 kDa). A nivel estructural, EhRFC1-

1 conserva los dominios BRCT y RFC1, este último característico de la subunidad 

mayor. EhRFC1-2 y EhRFC2 conservan el dominio P-loop_NTPase, relacionado con 

la unión de nucleótidos, mientras que EhRFC3 contiene dominios asociados a la 

interacción con DNA y otras subunidades del complejo. Además, estas proteínas 

conservan dominios esenciales como AAA+ ATPase, necesarios para la hidrólisis de 

ATP, y Rep_factorC_C, implicado en el ensamblaje e interacción con PCNA. Estos 

hallazgos sugieren que E. histolytica mantiene la funcionalidad básica del complejo 

RFC, aunque con adaptaciones estructurales propias y dominios especializados que 

podrían reflejar ajustes con respecto a sus necesidades. 

En cuanto a la proteína homotrimérica PCNA, esta actúa en H. sapiens como 

plataforma, reclutando y coordinando la actividad de múltiples proteínas como las DNA 

polimerasas, para aumentar su procesividad durante la replicación (Zhang et al., 1998). 

En E. histolytica, se ha identificado y caracterizado a EhPCNA y su estructura 

cristalográfica muestra una organización muy similar a la de H. sapiens (Cardona-Félix 

et al., 2011). El gen ehpcna muestra una expresión basal alta que disminuye tras la 

depleción y reposición de suero (Naiyer et al., 2019). En congruencia, nosotros 

observamos el mismo comportamiento en nuestras condiciones experimentales. 

Adicionalmente, observamos cambios en el patrón de expresión a lo largo del tiempo 

que sugieren que la regulación de ehpcna podría ser sensible a la sincronización 

celular inducida, lo que podría explicar la presencia de señal tanto nuclear como 

citoplasmática observada en los ensayos de IFI (Anexo 3). Además, en los ensayos 

de IFI observamos que EhPCNA se localiza predominantemente en el núcleo, 

coherente con su función en la replicación del DNA. 
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Estos datos sugieren que EhPCNA podría ser un marcador útil para monitorear la 

progresión de la replicación en E. histolytica. Por otro lado previamente, en E. 

histolytica se identificaron los genes codificantes para las 4 subunidades catalíticas de 

las DNA polimerasas α, δ y ε todas ellas miembros de la familia B. Esta familia de 

polimerasas está conformada por diferentes subunidades las cuales pueden tener 

actividad de polimerasa y de exonucleasa entre otras (Pastor-Palacios et al., 2015; 

Nozaki y Bhattacharya, 2015). Sin embargo, debido a las actualizaciones y 

reanotaciones en las bases de datos, los números de acceso previamente reportados 

han cambiado. Por ello, realizamos de nuevo la búsqueda de estos genes en el 

genoma y sólo identificamos 1 subunidad para cada polimerasa. En el caso de la 

EhDNApol δ, la subunidad catalítica presenta una identidad de 45.98%, mientras que 

la subunidad de EhDNApol ε mostró identidades bajas (13-18%) con respecto a S. 

pombe y H. sapiens, lo que sugiere una mayor divergencia evolutiva. En cuanto a los 

pesos moleculares las subunidades catalíticas de EhDNApol α y EhDNApol ε, son más 

pequeñas con respecto a su ortólogo en H. sapiens, mientras que el peso molecular 

de EhDNApol δ es muy similar.   

Desde el punto de vista estructural, EhDNApol α y EhDNApol δ presentan dominios 

típicos de DNA polimerasas de la familia B, como DNA_pol_B_exo1 y DNA_pol_B, 

mientras que EhDNApol α contiene además un dominio zf-C4pol, relacionado con la 

unión al DNA y la estabilidad estructural. Por otro lado, EhDNApol ε posee los dominios 

distintivos, DNA_pol_D_N y DNA_pol_E_B esenciales para la función catalítica y la 

interacción con el DNA durante la replicación (García-Díaz et al., 2007). La presencia 

conjunta en EhDNApol ε de los dominios DNA_pol_D_N (característico de la pol δ) y 

DNA_pol_E_B (propio de la pol ε) sugiere que esta proteína podría desempeñar una 

función dual o combinada, integrando actividades que en eucariotes superiores están 

separadas en dos enzimas diferentes. Esto podría representar una adaptación 

evolutiva para optimizar recursos en un organismo unicelular. Por otro lado, los análisis 

de expresión muestran que EhDNA pol α está más activa durante condiciones de 

crecimiento normal y se regula negativamente bajo estrés nutricional o condiciones 

adversas, mientras que EhDNApol δ y EhDNApol ε tienen un patrón similar: baja 

expresión en condición basal, con un ligero aumento durante la depleción y 

mantenimiento tras la reposición de suero (Naiyer et al., 2019).  
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Este comportamiento sugiere diferencias en la regulación temporal y funcional de las 

polimerasas durante el ciclo celular.  

Finalmente, en la etapa terminal de la replicación del DNA, identificamos 8 genes que 

codifican proteínas que conservan sus dominios y cuya mayoría presentaron NLS 

predicha (Anexo 1,  Tabla 12). Las RNAasas H en H. sapiens, son endonucleasas que 

degradan los cebadores de RNA sintetizados por las primasas (Hyjek y Nowotny, 

2019). En E. histolytica encontramos 4 genes que codifican para las RNAasas H1 y H2 

que tienen un porcentaje de identidad moderado (31-36.9%) con respecto a H. 

sapiens, reflejando una conservación funcional parcial. En cuanto a los pesos 

moleculares, estas proteínas son ligeramente más pequeñas en comparación con H. 

sapiens (21 vs 30 kDa), mientras que EhRNAasaH2-2 es 10 kDa más grande con 

respecto a su homólogo en H. sapiens, lo que podría indicar variaciones en la 

estructura ya que aunque conservan los dominios RNASE_H1 y RNASE_H2, no 

encontramos el dominio HBD (dominio de unión híbrido), indispensable para la 

eliminación de los cebadores de RNA, presente en H. sapiens pero menos conservado 

entre especies (Hyjek y Nowotny, 2019), lo cual es consistente con su baja 

conservación evolutiva. En cuanto a la expresión, el gen ehrnaaseh1 mostró alta 

expresión en condiciones basales, disminuyendo tras la depleción y reposición de 

suero, lo que sugiere que su actividad está asociada principalmente a condiciones de 

crecimiento activo y replicación normal, mientras que las isoformas ehrnaaseh2 

aumentan su expresión durante la depleción y reposición de suero, indicando que 

podrían desempeñar un papel más relevante en condiciones de estrés o en fases 

específicas de la replicación del DNA. 

Adicionalmente, en E histolytica, previamente se identificó y caracterizó una única 

proteína EhDNALig1 (Cardona-Félix et al., 2010; Azuara-Liceaga et al., 2018), lo que 

sugiere una enzima centralizada para estas funciones, mientras que en humanos, se 

conocen varias isoformas (ligasa I, III y IV) responsables de sellar los fragmentos de 

Okazaki (Pascal et al., 2004), reparar el daño a DNA por escisión de bases (BER) y 

reparar rupturas de doble hebra por unión de extremos no homólogos (NHEJ) 

(Ellenberger y Tomkinson, 2008), respectivamente.  
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El porcentaje de identidad de EhDNALig1 es de 36.19% con respecto a H. sapiens, 

sugiriendo una conservación evolutiva. Además, presenta NLS coherente con su 

función nuclear. Esta proteína es más pequeña que su homólogo humano (78 vs 101 

kDa), lo que podría reflejar una estructura más compacta ya que conserva los tres 

dominios fundamentales característicos: el dominio de unión a DNA (DBD), el dominio 

de adenilación (NTasa), y el dominio de pliegue OB (Cardona-Félix et al., 2010). En 

cuanto a la expresión génica, el gen ehdnalig1 aumenta tras la depleción y reposición 

de suero. Este patrón también se observó en nuestras condiciones experimentales lo 

que sugiere que la expresión de ehdnalig1 está fuertemente correlacionada con los 

periodos de síntesis activa de la replicación del DNA. 

Por otro lado, E. histolytica codifica en su genoma para la proteína FEN1, una nucleasa 

que participa en el procesamiento de los fragmentos de Okazaki y en la reparación del 

DNA. Su principal función es reconocer y escindir estructuras de tipo "flap" (Liu et al., 

2004). EhFEN1 presenta un porcentaje de identidad cercano a 50% con respecto a H. 

sapiens y un peso molecular muy similar y contiene los dominios característicos 

XPG_N, XPG_I y un subdominio C-terminal con pliegue de exonucleasa 5′→3′ que 

sugieren una alta conservación funcional. Además, se ha observado que los dominios 

XPG N y I participan en la reparación del daño al DNA causado por la luz ultravioleta 

(Habraken et al., 1994; González-Corrochano et al., 2020) por lo que sería relevante 

determinar la expresión de EhFEN1 durante estas condiciones de estrés. En cuanto a 

la expresión génica, observamos un patrón muy similar al de ehdnalig1 lo que sugiere 

que ambas proteínas están coordinadamente reguladas en respuesta a la 

sincronización celular, y la replicación del DNA. 

Finalmente, las TRF-Like en H. sapiens son esenciales para el mantenimiento, 

protección y regulación de los telómeros (Fairall et al., 2001). En E. histolytica 

previamente se identificaron y caracterizaron 3 genes que codifican para estas 

proteínas y se denominaron EhTRF-like I, II y III (Rendón-Gandarilla et al., 2018). Estas 

proteínas presentan un porcentaje de identidad del 27-40% con respecto a H. sapiens 

y S. pombe, reflejando una conservación funcional parcial. Respecto a los pesos 

moleculares, estas proteínas son muy similares en comparación con H. sapiens, lo que 

podría sugerir una estructura ligeramente simplificada.  
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En lo estructural, las 3 isoformas conservan los dominios característicos de las TRFs, 

TRFH y el dominio MYB, que permiten la multimerización y la unión al DNA telomérico, 

respectivamente (Palm y De Lange, 2008). Estas proteínas, reconocen y se unen a 

sondas teloméricas de H. sapiens y se localizan en el núcleo de los trofozoítos 

(Rendón-Gandarilla et al., 2018). Además, la expresión de los genes ehtrf-like II y ehtrf-

like III mostró un patrón de expresión semejante durante el ensayo de sincronización 

celular lo que sugiere que ambos genes se expresan de manera coordinada en 

respuesta a la replicación del DNA.  Esta conservación estructural sugiere que la amiba 

podría presentar un mecanismo de protección y regulación de telómeros. 

Finalmente, este trabajo muestra lo que sabemos acerca del proceso de replicación 

del DNA y de las proteínas que constituyen el replisoma de E. histolytica y también, 

describen aspectos importantes que nos podrían ayudar a determinar proteínas 

relevantes en este proceso que afecten al desarrollo del parásito dentro del hospedero. 

Este trabajo nos podría ayudar a identificar proteínas clave que podrían emplearse con 

fines terapéuticos para el desarrollo de vacunas o fármacos contra la amibiasis.    
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10. Conclusiones  

● Se identificaron genes que codifican para proteínas involucradas en las cuatro 

etapas de la replicación del DNA en E. histolytica: Pre-RC, Pre-IC, síntesis (S) 

y terminación (T). 

● Se observó la ausencia de genes y la duplicación de otros lo cual podría 

representar isoformas relacionadas a mecanismos alternativos de replicación 

propios de este parásito. 

● Se propuso un replisoma de E. histolytica que conserva muchas de las 

proteínas de organismos eucariontes superiores, pero con una organización 

más simplificada. 

● Los análisis de expresión génica revelaron una regulación dinámica durante la 

sincronización celular que sugiere 2 replicaciones en el transcurso de 24 h tras 

la privación y reposición de suero, lo cual podría ayudar a explicar los estados 

de poliploidía de este parásito. 

● Estos hallazgos sugieren que E. histolytica posee una maquinaria de replicación 

funcional, compacta y adaptada a su biología parasit, lo que podría representar 

una oportunidad para identificar blancos terapéuticos específicos para su 

control. 
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Figura 18. Modelo de replicación del DNA en E. histolytica. Esquema del proceso de replicación 
durante las cuatro etapas de la replicación del DNA en E. histolytica (Pre-RC, Pre-IC, S yT). Creado en  
https://BioRender.com 
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12. Anexos 

Anexo 1. Características de las proteínas que participan en la replicación del DNA en Entamoeba histolytica 

 

No 

Nombre de la 

proteína 

(ID) 

Anotacióna 

 

GOb 

 

Tamaño 

DNA/mRNA 

(pb) 

Tamaño 

(aa) 

PM 

kDa 

pI 

 

Secuencia de 

Localización 

Nuclear (NLS)c 

Localizació

n 

E
ta

p
a
 P

re
-R

C
 

1 
EhOrc1 

(EHI_105150) 

Hypothetical 

protein 

Replicación de 

DNA  
1116/1116 371 43.27 8.27 N Nu 

2 
EHCDC6 

(EHI_192770) 

Hypothetical 

protein 

Replicación de 

DNA 
1176/1176 391 44.76 8.60 N Nu 

3 
EhMCM2 

(EHI_117970) 

DNA replication 

licensing factor 

Replicación de 

DNA 
2659/2743 881 100.03 5.15 N Nu 

4 

EhMCM3 

(EHI_103600) 

DNA replication 

licensing factor 

MCM3 

Replicación de 

DNA 1806/1806 601 66.92 5.74  
474- ERLKRIKHNFK  

-484 
Nu 

5 

EhMCM4 

(EHI_187720) 

DNA replication 

licensing factor, 

putative 

Replicación de 

DNA 1827/ 1827 608 68.42  7.21 N Nu 

6 
EhMCM5 

(EHI_069980) 
DNA replication 

licensing factor 

Replicación de 

DNA 1920/ 1965 639 71.05 8.25 

625- 

AVRQKEKHKKRRDDK 

-639 

Nu 

7 

EhMCM6 

(EHI_118870) 

DNA replication 

licensing factor, 

putative 

Replicación de 

DNA 2049/2049 682 76.49 5.30 279- EKKR -282 Nu 

8 

EhMCM7 

(EHI_158110) 

DNA replication 

licensing factor, 

putative 

Replicación de 

DNA 2073/2073 690 77.55 8.17 
600- KKRSKPKNK -

608 
Nu 

9 
EhIPI3_WD 

(EHI_137840) 

Hypothetical 

protein 

Replicación de 

DNA 
1236/ 1236 411 46.08 7.86 N Nu 

10 

EhMCM8 

(EHI_140670) 

DNA replication 

licensing factor, 

putative 

Replicación de 

DNA 2202/2202 733 81.91  6.80 N Nu 
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11 

EhMCM9 

(EHI_076880) 

DNA replication 

licensing factor, 

putative 

Replicación de 

DNA 2433/ 2433 810 92.79 5.40 N Nu 

12 
EhMCMBP 

(EHI_166840) 

Hypothetical 

protein 

Replicación de 

DNA 
1470/ 1470 489 57.11 5.56 N Nu 

E
ta

p
a
 P

re
-I

C
 

 

12 

EhCDC45 

(EHI_049900) 

Cell division control 

protein 45 CDC45, 

putative 

Replicación de 

DNA 1632/ 1632 543 62.37 6.17 N Nu 

 

13 

EhPSF1 

(GINS) 

(EHI_136990) 

DNA replication 

complex GINS 

protein PSF1, 

putative 

Replicación de 

DNA 
570/619 189 21.57 5.17 N Nu 

14 

EhPSF2 

(GINS) 

(EHI_069340) 

Hypothetical 

protein, conserved 

Replicación de 

DNA 600/600 199 23.33 4.68 N Nu 

15 

Eh PSF3 

(GINS) 

(EHI_069960) 

Hypothetical 

protein 

Replicación de 

DNA 651/ 651 216 24.85 5.56 N Nu 

16 

 

Eh SDL5 

(GINS) 

(EHI_048430) 

Hypothetical 

protein 

Replicación de 

DNA 615/ 716 204 24.33 6.07 N Nu 

17 

 

EhCDK1 I 

(EHI_068070) 

cyclin-dependent 

kinase protein, 

putative 

 

Actividad de 

cinasa 
933/ 933 310 35.54 8.64 N C, Nu 

18 

 

EhCDK1 II 

(EHI_105300) 

Cell division protein 

kinase, putative 

 

Fosforilación 

/Actividad de 

cinasa 

912/968 303 35.52 8.58 N C, Nu 

19 

 

EhCDK1 III 

(EHI_048710) 

Protein kinase 

domain containing 

protein 

 

Fosforilación 

/Actividad de 

cinasa 
882/ 882 293 33.67 6.0 N C, Nu 
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20 

 

EhCDK2 I 

(EHI_065280) 

Cell division protein 

kinase 2, putative 

Fosforilación 

/Actividad de 

cinasa 

876/955 291 33.83 7.62 N C, Nu 

21 

 

EhCDK2 II 

(EHI_153140) 

Cell division protein 

kinase 2, putative 

Fosforilación 

/Actividad de 

cinasa 

933/996 310 35.82 7.21 N C, Nu 

22 

 

EhCDK2 III 

(EHI_152430) 

Cell division protein 

kinase 2, putative 

Fosforilación 

/Actividad de 

cinasa 

879/932 292 33.57 7.08 N C, Nu 

23 

 

EhCDK2 IV 

(EHI_054090) 

Protein kinase 

domain containing 

protein 

Fosforilación 

/Actividad de 

cinasa 

879/930 292 33.77 7.01 

 

 

N 

 

 

 

Nu 

E
ta

p
a
 P

re
-I

C
 

24 

 

 

 

 

 

 

 

 

EhTOP II 

(EHI_120640) 

DNA 

topoisomerase II, 

putative 

DNA 

topoisomerasa 

tipoII 

(hidrólisis de 

ATP/ corte de 

DNA de doble 

cadena)  

4050/4050 1349 155.44 6.64 

312- 

EKMKKLNKKGAEIK  

-325 

401- GKK -403 

1040- PKKANKSKP  

-1048 

1133- 

LKKGDKSTKRVIMGK

KGKSTKKTSRKVA  

-1160 

1195- 

EIKKKTIKKVTTTRKRK

DDSSMSGDEKVKRK

RTTKKSTTKKTTKKRT

TKASKEEENDTVDTP

AKTSRKKKTKKVTVK  

-1272 

1322- 

DPKPKRKTRSSKKEK

S -1337 

Nu 

100



25 

 

EhTOP III A 

(EHI_038920) 

DNA 

topoisomerase III, 

putative 

Desenrollamie

nto del DNA 

/replicación 

1824/1824 607 69.63 7.17 N Nu 

 

26 

 

EhTOP III B 

(EHI_042880) 

DNA 

topoisomerase III, 

putative 

Desenrollamie

nto del DNA 

/replicación 

2523/2523 840 95.24 8.78 

820- RGG -822 

825- 

SHSKNNSRKHSSRTG

K -840 

Nu 

 

27 

EhRPA 1 I 

(EHI_062980) 

Replication factor A 

protein 1, putative 

Unión a ácidos 

nucléicos 
1767/1767 588 66.69 5.78 N Nu 

28 

 

EhRPA 1 II 

(EHI_127070) 

Hypothetical 

protein 
NI 1353/1353 450 52.72 7.41 N Nu 

29 

EhRPA 1 III 

(EHI_067930) 

Replication factor 

A, putative 

Factor de 

replicación A 
1710/1763 569 65.49 5.47 N Nu 

 

30 

EhRPA 2 

(EHI_147000) 

Hypothetical 

protein 

Unión a ácidos 

nucléicos 
450/512 149 16.74 8.39 N Nu 

 

31 

 

EhRPA 3 

(EHI_187270) 

Hypothetical 

protein 
NI 336/386 111 12.39 4.07 

 

N 

 

Nu 

E
ta

p
a
 S

 

 

32 

 

 

EhDNA prim 1 

S I 

(EHI_103530) 

DNA primase small 

subunit, putative 

Replicación de 

DNA / síntesis 

de primer de 

RNA 

1143/1202 380 45.19 5.68 61- LKRKLKEKVP -70 Nu 

 

33 

 

EhDNA prim 1 

S II 

(EHI_129630) 

DNA primase small 

subunit, putative 

Replicación de 

DNA / síntesis 

de primer de 

RNA 

570/691 189 22.48 5.21 N Nu 

34 

 

EhDNA prim 1 

S III 

(EHI_010140) 

DNA primase small 

subunit, putative 

Replicación de 

DNA / síntesis 

de primer de 

RNA 

1119/1179 372 44.50 7.96 N Nu 

35 

 

EhDNA prim 2 

L I 

(EHI_127060) 

DNA primase large 

subunit, putative 

Replicación de 

DNA / síntesis 

de primer de 

RNA 

1374/ 1374 457 54.37 7.22 N Nu 

101



 

36 

 

EhDNA prim 2 

L II 

(EHI_147530) 

DNA primase large 

subunit, putative 

Replicación de 

DNA / síntesis 

de primer de 

RNA 

1572/1572 523 61.15 6.16 N Nu 

 

37 

 

DNA prim 2 III 

(EHI_008590) 

Hypothetical 

protein 

Replicación de 

DNA / síntesis 

de primer de 

RNA 

1323/1323 440 52.38 8.77 N Nu 

38 

 

 

RFC 1 I 

(EHI_158610) 

Activator 1 140 kDa 

subunit, putative 

 

 

 

 

Replicación de 

DNA 

2157/2157 718 80.99 8.92 

14- 

KKENKVQNNDKEVKK

PKMPSSKTSKKKINK

QIKSV -48 

87- 

NKQKKTSKPIESKK -

100 

681- KGSSKKTKK -

689 

Nu 

 

39 

RFC 1 II 

(EHI_175240) 

Activator 1 subunit, 

putative 

Replicación de 

DNA 
996/1050 331 38.43 8.32 N Nu 

40 

RFC 2 

(EHI_039320) 

Hypothetical 

protein 

Factor C de 

replicación de 

DNA 

474/ 474 157 18.31 8.53 N Nu 

41 

RFC 3 

(EHI_081730) 

Activator 1 subunit, 

putative 

Replicación de 

DNA 
1038/1038 345 39.46 8.87 N Nu 

E
ta

p
a
 S

 

42 

 

RFC 4 I 

(EHI_167150) 

Replication factor C 

subunit 4, putative 

Factor C de 

replicación de 

DNA 

990/990 329 36.89 5.64 N Nu 

43 

 

RFC 4 II 

(EHI_086540) 

Replication factor C 

subunit 4, putative 

Factor C de 

replicación de 

DNA 

948/948 315 35.65 6.62 N Nu 

44 

RFC 5 

(EHI_099850) 

Replication factor C 

familiy protein 

Replicación de 

DNA 
978/1030 325 35.99 6.35 N Nu 

45 

 

PCNA 

(EHI_128450) 

Proliferating cell 

nuclear antigen, 

putative 

Regulación de 

la replicación 

de DNA 

789/789 262 28.50 4.56 N Nu 

102



46 

 

 

DNA pol α 

(EHI_151520) 

DNA polymerase 

alpha catalytic 

subunit, putative 

 

 

Replicación de 

DNA 
3399/3399 1132 130.17 8.70 

96 - 

SKEKAPPIKMPKKF - 

109 

790 - RKKRYAA - 796 

799 - 

ILDGGKKKKELKG - 

811 

Nu 

47 

 

DNA pol δ 

(EHI_006690) 

DNA polymerase 

delta catalytic 

subunit, putative 

Replicación de 

DNA 3234/3234 1077 124.38 8.30 N Nu 

48 

 

DNA pol ε 

(EHI_141410) 

DNA polymerase 

epsilon subunit B 

domain-containing 

protein 

Replicación de 

DNA 
1188/1188 395 44.64 5.68 N Nu 

E
ta

p
a
 T

  
  

  
  
  

49 

 

RNAsa H1 

(EHI_042240) 

Ribonuclease, 

putative 

Replicación de 

DNA / 

remoción de 

primer de RNA 

567/567 188 21.97 8.89 N Nu 

50 

 

RNAsa H2 I 

(EHI_084700) 

RNase H2 large 

subunit, putative 

Replicación de 

DNA / 

remoción de 

primer de RNA 

813/880 270 30.57 8.30 N Nu 

51 

 

RNAsa H2 II 

(EHI_134360) 

Ribonuclease H2 

subunit A, putative 

Replicación de 

DNA / 

remoción de 

primer de RNA 

1065/1132 354 40.33 5.13  

217 - 

GRKVMKKEKIKG - 

228 

Nu 

52 

DNALigI 

(EHI_111060) 

DNA ligase, 

putative 

Replicación de 

DNA 
2094/2094 685 78.16 6.78 

37 - KK - 38 

400 - K - 400 
Nu 

53 

 

 

Fen 1 

(EHI_099740) 

Flap nuclease, 

putative 

Reparación de 

DNA, 

replicación 

1131/1131 376 42.58 8.90 

101 - RK - 102 

125 - KKLMKRT - 131 

320 - 

RVSKGIEKLKNVKSKK

AQGRLDSFFNVKKVP

LSKSEAASGVKRKKP

TTKAKESRKKK - 376 

Nu 

103



54 

 

TRF-like I 

(EHI_001090) 

Hypothetical 

protein 

Unión a DNA 

telomérico de 

doble cadena 

1215/1215 404 46.79 5.84 

276 - 

KVNKKKNEKVNKPIR

QPVDENGQVIKKKKR

RF - 307 

Nu 

55 

 

TRF-like II 

(EHI_001110) 

Hypothetical 

protein 

Unión a DNA 

telomérico de 

doble cadena 

1326/1326 441 51.48 6.68 

326 - KEEKSKKPSLKL 

- 338 

351 - 

ENNKLKKKKRRF - 

362 

Nu 

56 

 

 

TRF-like III 

(EHI_148140) 

Hypothetical 

protein 

Unión a DNA 

telomérico de 

doble cadena 

1383/1383 460 53.10 8.39 

6 - KK - 7 

339 - 

PKIKQEKEARNIKKKA

LNSKSQDATKPKMED

DEHSKLKKKKRRFS - 

383 

Nu 

a AmoebaDB 
b UniProt 
c https://www.moseslab.csb.utoronto.ca/NLStradamus/ 
NI, no identificada 
N, No  
C, Citoplasma; Nu, nucleo
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Anexo 2 

 

 

Figura 1a. Interacciones funcionales predichas entre proteínas del complejo Pre-RC en E. 

histolytica. En el análisis se incluyó a la etapa Pre-RC y las CDK para confirmar que corresponden a 

proteínas independientes de EhORC1 y EhCDC6, en contraste con el reporte previo que las considera 

una única proteína dual EhORC1/CDC6 (Pal y Dam, 2023). Los nodos resaltados representan procesos 

funcionales específicos definidos por rutas Reactome: en verde claro, asociación de EhCDC6 con el 

complejo ORC; en celeste, la eliminación de EhORC1 de la cromatina; y en morado, fosforilación y 

eliminación de EhCDC6 mediada por CDK. Las conexiones de interacción sugieren que EhORC1 y 

EhCDC6 son proteínas funcionalmente distintas, con roles complementarios en la regulación de la pre-

replicación en E. histolytica y solo 5 CDK fosforilan y eliminan a EhORC1 y EhCDC6. 
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Anexo 3 

 

Figura 2a. Detección de EhPCNA mediante inmunofluorescencia indirecta en trofozoítos de E. 

histolytica sincronizados. Trofozoítos de E. histolytica incubados sin suero durante 12 horas, seguida 

de reposición de suero, se fijaron y procesaron a diferentes tiempos. Las muestras se incubaron con 

anti-EhPCNA (1:250) y se visualizaron por medio de microscopía confocal. El núcleo se visualizó con 

DAPI y se muestra el campo claro. La barra indica 20 μm.  
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Anexo 4 

 

Este trabajo fue presentado en los siguientes eventos científicos: 

 . XXXIII Congreso Nacional de Parasitología  
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B. Conferencia BioPhys Mexico City 2025 
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C. Constancias 
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