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RESUMEN

La nitrato reductasa (NR) es la primer enzima en el metabolismo del nitrógeno en 

organismos eucarióticos, con un papel clave en la conversión a amonio y regulación de 

la adquisición de nitrato. Catalizando la reacción de N03 a N02. La NR se encuentra  
presente en hongos, algas, plantas y bacterias como Escherichia coli  (E. coli): La Nar 

de E. coli está constituida por 3 subunidades: alfa, beta y gama. En algunos organismos 

participa en la respiración anaerobia o como fuente de energía, para funciones vitales y 

de crecimiento. La Entamoeba histolytica (E. histolytica) que carece de mitocondria y 

además obtiene su energía de otras fuentes, y una de estás, pudiera ser a través de la 

actividad de la Nar.

El objetivo principal de este trabajo fue demostrar la presencia de una proteína 

con actividad de Nar en los trofozoítos de E. histolytica. La estrategia experimental 

consistió en establecer por técnicas de biología molecular  RT-PCR, inmunodetección  y 

ensayos bioquímicos la presencia de una proteína con  actividad de Nar.

Los resultados demostraron que existe la presencia de una proteína con 3 

subunidades con actividad de Nar en los trofozoítos de E. histolytica y la 

inmunodetección la presencia de 4 proteínas reconocidas por anticuerpos anti-Nar. 

Además,  participa en la reducción de N03 a N02 La actividad de la proteína amibiana fue

inhibida por azida de sodio y tungsteno.

En conclusión, los resultados obtenidos demostraron por primera vez que los 

trofozoítos de E. histolytica presentan actividad de Nar. Y que esta sea la responsable 

de proveer de energía a este organismo para su sobrevivencia.



vi

ABSTRACT

Nitrate reductase (NR) is a central enzyme in nitrogen metabolism in eukaryotes 

with key roles in nitrate conversion to ammonium and regulation of NR acquisition. NR 

catalyzes NAD(P)H reduction of nitrate to nitrite. The enzyme is present in plants, algae, 

fungi and some bacteria as Escherichia coli (E. coli). The E. coli nitrate reductase (Nar) 

consists of 3 subunits: alpha, beta and gamma. In some species, this enzyme 

participates in the anaerobic respiration in order to obtain energy, necessary to life and 

growth. E. histolytica lacks mitochondria and must obtain energy from other sources; 

one possibility is through Nar activity. The aim of this work was to demonstrate the 

presence of the protein with activity of Nar in trophozoites of E. histolytica. 

 The experimental strategy consisted to establish by using molecular biology (RT-

PCR) and immunodetection, biochemical assays procedures the presence of the protein 

with activity Nar in E. histolytica.

The results from RT-PCR studies shown the presence of 3 subunits, and 

immunodetection shown the presence of 4 proteins recognized by antibodies anti-Nar. 

Additionally, E. histolytica was capable to transform nitrates to nitrites. And could 

participate in the transformation of nitrites from nitrates. The activity the protein was 

inhibit for sodium azide and tungstate. In conclusion, our results demonstrated for the 

first time, the presence of the protein with activity Nar in the trophozoites of E. 

histolytica, one possibility from obtain energy to survive. 
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I. INTRODUCCIÓN

1. NITRATO REDUCTASA (NR)

1.1 Generalidades

La nitrato reductasa (NR) se encuentra en bacterias, hongos, algas

(Antipov., 1999)  y plantas (Amy y cols., 1974; Madolo y cols., 2005);  pertenece a 

la familia de enzimas que contienen molibdeno como cofactor (MoCo), que facilita 

la transferencia de 2 electrones en los ciclos del carbono (C), nitrógeno (N) y 

azufre (S). Es la primera enzima en el metabolismo del nitrógeno en organismos 

eucarióticos (Guillaume., 2004), con un papel clave en la conversión del nitrógeno 

(N) a amonio (NH4
+), y la regulación de la adquisición de nitrato (NO3) (Jeffrey y 

cols., 2000).  Además es soluble, altamente sensible al calor y participa en la 

respiración anaerobia. Cataliza la reducción de nitratos (N03) a nitritos (N02) en 

presencia nicotina adenindinucleótido fosfato (NAD (P)H); ésta es una reacción 

irreversible y es un proceso altamente regulado por la adquisición de nitrógeno de 

estos organismos (Fisher y cols., 2005).

La actividad NR  reduce el nitrato a nitrito usando donadores artificiales de 

electrones como el metilviologeno, el azul de bromofenol reducido y flavin 

nucleótidos (Hoff  y cols.,  1994).

1.2. Estructura 

 Está constituida por 3 subunidades denominadas: alpha (α), beta (β), y 

gamma (γ),  con pesos moleculares de 155 kD, 63 kD y 19KD respectivamente 

(Afshar y cols., 2001). En la subunidad α  está localizado el molibdeno que es el 

sitio activo, en donde se lleva acabo la reducción de N03 a N02. La subunidad β 

transfiere un electrón  por medio de sus 4 grupos [Fe-S]. La  subunidad γ está 

integrada a la membrana con 2 hemoproteínas  tipo b. (Bertero y cols., 2005). Las 

subunidades α y β son solubles y se encuentran anclados a la membrana 

citoplasmática por la subunidad γ (Afshar y cols., 2001). La estructura de la NR 
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es conservada en plantas, algas y hongos, mientras que se pueden encontrar 

algunas diferencias en  NR de bacterias, conservando una similitud en secuencia, 

estructura y composición. (Fischer y cols., 2005).

1.3. Clasificación

 En la tabla 1 se muestra la clasificación de los diferentes tipos NR. Se han 

reportado 2 tipos de Nitrato reductasas: en organismos eucarióticos y 

procarióticos. 

a) La NR de procariotes: es un heterotetrámero con constituido por las 

subunidades α, β y 2 subunidades γ Mo-tepterin y una molécula de

citocromo b. Estas nitrato reductasas pueden utilizar ubiquinol, meanquinol 

o ferredoxina como donador de electrones para la reducción de nitratos. 

(Koji y cols., 2003).

b) En los eucariotes: la NR solo se activa como homodímero  en el que cada 

subunidad está compuesta por un polipéptido de unos 100-120 kDa que 

contiene 3 grupos prostéticos: FAD, citocromo b557 y cofactor (Moco) (Zhou 

y cols., 1996)  y la dimerización depende de la presencia de su centro Moco 

(Campbell y cols., 2001).

Se ha reportado la existencia de 4 tipos diferentes de nitrato reductasa  capaces 

de catalizar la reacción de nitratos (N03) a nitritos (N02): 

1) Nitrato reductasas asimilativas eucarióticas (Solomonson y Balber., 1990; 

Moreno-Vivián y cols., 1999)

2) Tres enzimas NR bacterianas diferentes (Moreno- Vivián y cols., 1999):

a) Nitrato reductasa bacterial asimilatoria  que se encuentra en el citoplasma (Nas) 

b) Nitrato reductasa periplásmica Asimilatoria (Nap) 

c) Nitrato reductasa respiratoria unida a   membrana (Nar)    
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Tabla 1. Clasificación de las Nitrato Reductasas

Nitrato Reductasa Nas Asimilatoria Nar respiratoria Nap

Localización    Citoplasma    Membrana  Periplasma

Reacción catalizada N03-→ N02- N03-→ N02- N03-→ N02-

Genes estructurales nasCA / narB   nar GHI    nap AB

Grupos prostéticos FAD, FeS, MGD cytb, FeS, MGD cytc, FeS,

1.4. La Nar de Escherichia coli

La NR de E. coli utiliza a los nitratos como aceptor de electrones durante su 

crecimiento anaeróbico. Esta enzima esta compuesta de 3 subunidades: una 

subunidad α catalítica (NarG) con un peso molecular de 112 a 140 kDa y como 

cofactor  molidopterin guanidin dinucleótido (MGD); una subunidad soluble β 

(NarH) con un peso molecular de 52 a 64 kDa con un centro [3Fe-4S] y 3 [4Fe-

4S], y con un peso molecular de 19  a 25 kDa la subunidad γ (NarI) que tiene un  

grupo bihemo b oxidante  de quinol (Blasco y cols., 1992). 

Las subunidades solubles α y β  se encuentran ancladas en el lado 

citoplasmático de la membrana por la subunidad γ y pueden  solubilizarse con

detergentes y calor. El complejo αβ lleva a cabo la reducción del metil vilogenase

(Bonnefoy., 1994).

Esta NR esta  acoplada a una cadena transportadora membranal, donde la 

molibdoenzima Nitrato Reductasa A (NRA) (la apoNRA + el molibdocofactor, 

MoCo) cataliza la reducción del nitrato a nitrito (Haddock y Jones., 1977; Stewart., 

1988;  Wootton y cols., 1991).
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En las nitrato reductasa los 3 eventos bioquímicos que se tienen que llevar acabo 

para la asimilación del nitrógeno son los siguientes:

a) Transporte de nitrato a la célula

b) Reducción de N03 a N02

c) Reducción de N02 a amonio (Kobayashi., y cols. 2005)

1.5. Ciclo de reacciones en  reducción de NO3

El ciclo catalítico de la NR se divide en 3 partes: una reacción de reducción  

en la cual NAD(P)H reduce a FAD, la transferencia de 2 electrones vía  citocromo 

b5 y la  reacción de oxidación en la cual el centro Mo transfiere  estos electrones a 

nitratos, de ese modo se forman de nitritos e hidróxido (Skkipper y cols., 2001).

La reacción comienza con la reducción del centro  Mo (IV). El NO3 se une al 

sitio activo y reemplaza en forma ecuatorial un hidróxido ligado a una molécula de 

agua. De esta manera forma un intermediario de reacción. Al llegar a la oxidación 

del centro Mo a Mo (VI), el enlace entre  NO3-O2-N se disocia, y los NO2 pueden 

ser liberados. Después de ser completada la reducción, se regenera un molibdeno 

[Mo (IV)] para el siguiente ciclo (Fig. 1). 

 

Figura 1.  Reacción de Reducción de NO3 a NO2 en el sitio activo de la nitrato 
reductasa



5

1.6. Inhibidores 

Los inhibidores enzimáticos son agentes moleculares  que interfieren en la 

catálisis haciendola más lenta. Las enzimas catalizan prácticamente todos lo 

procesos celulares. El estudio de los inhibidores enzimáticos también ha 

proporcionado información valiosa sobre los mecanismos enzimáticos y ha 

ayudado a definir algunas rutas metabólicas. Hay dos amplias clases de 

inhibidores enzimáticos: reversibles e irreversibles (Nelson y Cox, 2000).

La  inhibición reversible puede ser clasificada: en competitivos, no competitivos y 

acompetitivos (Nelson y Cox, 2000).

El tungsteno es un metal que se encuentra en el grupo del Cr, Mo y uranio

de la tabla periódica. El tungsteno se ha descrito como un inhibidor especifico de 

las enzimas que contienen molibdeno en su estructura (Deng y cols., 1989). Se ha 

reportado que el molibdeno es reemplazado por tungsteno en las enzimas 

nitrogenasa (Campbell y cols., 1985), nitrato reductasa y la  biotina sulfito oxidasa 

(Prins y cols., 1980; Loppes  y cols., 1999), generando inactivación de las enzimas 

(Deng  y cols., 1989) ya que el tungsteno  presenta un tamaño y comportamiento 

químico muy similar al molibdeno (Makdessi y cols., 2001). Se ha reportado NR 

presente en E. coli es inhibida cuando se le adiciona al medio de cultivo 

tungsteno.Sin embargo, esto no sucede en cultivos  de Pyrobaculum  aerophilum

aún con altas concentraciones de tungsteno Afshar  y cols., 2001).

La azida de sodio es un inhibidor específico de algunas enzimas 

dependientes de Molibpterin (por ejemplo las NR unidas a membrana) (Craske y 

Ferguson., 1986).

1.7. Genes 

Se han aislado y secuenciado total o parcialmente los genes que codifican 

para la NR de un gran número de organismos (Wray y cols., 1989; Lin y cols., 

1993). Se ha descrito que en hongos y algas hay posibilidades de que solo exista 

un gen único que codifica para la NR (Fu y cols., 1987), sin embargo en plantas 

superiores la situación varía dependiendo de la especie; así oscila desde un gen 
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en caso de la Nicotiana plumbaginifolia (Caboche y cols., 1990), a varios genes 

como ocurre con Oryza sativa (Keinhofs y cols., 1990). La nomenclatura de estos 

genes es confusa porque se le ha dado diferentes nombres a genes homólogos en 

diferentes bacterias. 

En las bacterias donde se han descrito con más frecuencia los genes 

de la NR son Klebsiella pneumonia, Klebsiella oxytoca (Lin y cols., 1998), Bacillus 

subtilis (Ogawa y cols., 1995) Azotobacter vinelandii (Gangeswaran y cols., 1996),  

y Escherichia coli (Bonnefoy y cols., 1994), así como ciertas cepas de 

Cianobacteria. Los genes codificados para el sistema de la nitrato reducción se 

encuentran agrupados y han sido clonados en varias especie de bacterias. Está 

agrupación incluye genes regulatorios y estructurales, los cuales codifican para

proteínas requeridas para la reducción de nitratos y nitritos (Flores y cols., 1994).

2. Entamoeba histolytica (Eh)

2.1. Amibiasis

La amibiasis intestinal es una infección producida por Entamoeba histolytica

(E. histolytica). Esta enfermedad ataca al ser humano en cualquier edad, siendo 

más frecuente en niños y adultos jóvenes. Es la tercera enfermedad parasitaria 

más importante del mundo (Tsutsumi y cols., 2000).

2.2. Ciclo de vida

Este protozoario incluye las siguientes fases: trofozoíto, prequiste, quiste, 

metaquiste y trofozoíto metaquístico. La infección se inicia con la ingesta de 

quistes (los cuales son capaces de resistir el pH gástrico) provenientes de agua o 

alimentos contaminados con materia fecal. En el intestino delgado ocurre la 

llamada exquistación, que consiste en la división del quiste tretranucleado que da 

origen a ocho núcleos (estado metaquístico transitorio), la división citoplásmica 

continúa y emergen ocho trofozoitos. Los trofozoitos se dirigen al intestino grueso 

para colonizarlo, ahí se alimentan de bacterias y restos celulares. Finalmente, los 

trofozoítos pueden enquistarse completando el ciclo (Ravdin, 1995). En la mayoría 
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de los individuos infectados la E. histolytica habita como comensal inofensivo en el 

intestino grueso (Trissl., 1982) (Figura 2).

Figura 2. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica

2.3. Morfología
Los trofozoítos o formas vegetantes son notablemente móviles, tienen un solo 

núcleo, miden de 7 a 30 µm. Su citoplasma presenta zonas que no están 

claramente separadas. Los estudios realizados muestran que los trofozoítos de E. 

histolytica, no presentan organelos típicos bien diferenciados, tal como se 

describen en otras células eucarióticas, como es la mitocondria, aparato de Golgi, 

retículo endoplásmico rugoso centríolos y microtúbulos. (Tsutsumi y cols., 2002).

Con base a estudios bioquímicos (zimodemos), inmunológicos (con anticuerpos 

monoclonales) y genéticos (sondas de DNA), E. histolytica ha sido clasificada 

dentro de 2 especies morfológicamente idénticas, pero genéticamente diferentes: 

Entamoeba histolytica la cual es potencialmente invasiva y Entamoeba dispar la 

cual no lo es (W.H.O., 1997).
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2.4. Metabolismo 

Los trofozoítos de E. histolytica poseen  un metabolismo principalmente 

anaerobio, no se ha descrito la presencia de actividades enzimáticas 

correspondientes al ciclo de Krebs y fosforilación oxidativa, por lo que el adenosin 

trifosfato (ATP) proviene exclusivamente de la glucólisis. (Reves R., 1984; 

Saavedra y cols., 1996). Para la degradación de la glucosa a piruvato, E. 

histolytica utiliza la vía glucolítica clásica. Sin embargo en algunas reacciones  no 

se utiliza ATP, sino pirofosfato inorgánico como cofactor. No se ha detectado la 

actividad de la enzima lactato deshidrogenasa, por lo que el lactato no es uno de 

los productos finales de la glucólisis. En este parásito no existe Ciclo de Krebs. En 

la mayoría de los organismos la transformación de fosfoenolpiruvato  a piruvato se 

realiza por la enzima piruvatocinasa. En E. histolytica esta reacción es catalizada 

por la piruvato fosfodicinasa, la cual es otra enzima dependiente de pirofosfato. En 

la mayor parte de los organismos el piruvato lleva a cabo una descarboxilación 

oxidativa para formar acetil-CoA. En las mitocondrias y bacterias aeróbicas está 

reacción es catalizada por un complejo multienzimático llamado piruvato 

deshidrogenada, los electrones generados durante la reacción son transferidos al 

NAD+. En E. histolytica está misma reacción es catalizada por la enzima dimérica 

piruvato ferrodoxin oxidorreductasa (PFO) y los electrones son transferidos a una 

ferredoxina (Saavedra-Lira y Pérez-Monfort., 1996).

El transporte de electrones de sustratos reducidos a oxígeno molecular no esta 

totalmente  comprendido en la  E. histolytica. Sin embargo se ha propuesto que los 

electrones son transferidos de los sustratos reducidos a la siguiente cadena: 

NADP, flavinas, proteínas fierro- azufre, ubiquinona, un aceptor desconocido con 

un potencial electronegativo similar al citocromo C y oxígeno; este último es 

reducido a agua. (Weinbach., 1988).

Dentro de los hallazgos más importantes  que se encontraron en el análisis de la 

glucólisis  de este parásito es que el 50% de las enzimas que participan en la vía 

son cinética y estructuralmente diferentes a las que se encuentran en el humano, 

por lo que es posible establecer una inhibición especie-específica de esta vía 

metabólica (Saavedra y cols., 2004). Las enzimas de la amiba que no tienen 
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homología con respecto a las del humano son la fosfofructocinasa dependiente de 

pirofosfato (PPi-PFK), aldolasa (ALDO), la fosfoglicerato mutasa (PGAM) y la 

piruvato fosfato dicinasa (PPDK). En estos casos, las enzimas de la E. histolytica

muestran mayor similitud con las enzimas bacterianas o plantas (Saavedra y cols., 

1994). La PPI-PFK tiene diferencias significativas con respecto a la enzima 

dependiente de ATP (ATP-PFK) presente en mamíferos. La ATP-PFK cataliza la 

reacción irreversible, es alósterica, su actividad es modulada por diversos 

metabolitos que la interconectan con otras vías metabólicas y es una de las 

enzimas que controlan el flujo glucolítico en células humanas (Rapoport y cols., 

1976). En contraste, la PPi-PFK de amiba cataliza una reacción reversible 

(Reeves y cols., 1974; Saavedra y cols., 2004). Por lo tanto, cabe esperar que la 

PPi-PFK no desempeñe un papel relevante en el control del flujo glucolítico. (Chi y 

cols., 2001).

2.5. Mecanismos de patogenicidad

a) Lectina amibiana  (Gal/GalNAc)

El primer paso para que las amibas invadan el intestino, es la adhesión de los 

trofozoítos a las células epiteliales intestinales. Esta adhesión esta mediada 

principalmente por una lectina amibiana específica para galactosa (Gal) y N-

acetyl-D-galactosamina (GalNAc) presente en la superficie de la amiba (McCoy y 

cols., 1994; Vines y cols., 1998). Después de este contacto íntimo la amiba libera 

polipéptidos formadores de poros llamados “amoebaporos”.  

b) Amoebaporos

     Estos amoebaporos son péptidos que se encuentran en los gránulos 

citoplasmáticos de los  trofozoítos de E. histolytica (Leippe y cols., 1994), y son 

capaces de matar células eucarióticas metabolicamente activas y de tener 

actividad antibacterial (Leippe y Müller-Eberhard., 1994; Andra y cols., 2003). 
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c) Proteinasas de cisteína
Rompen la colágena, elastina, fibrinógeno, y laminina para causar enfermedad 

invasiva (Keene y cols., 1986; Luaces y Barrett., 1988). También rompen a la 

proteína C3 del complemento (Reed y Gigli., 1990), degradan a los anticuerpos 

SIgA (Que y Reed., 2000) e IgG (Tran y cols., 1998),  y a las anafilatoxinas, C3a y 

C5a (Reed y cols., 1995).

2.6 Óxido nítrico y E. histolytica

En estudios previos se demostró que los hámsteres infectados con 

trofozoítos de E. histolytica producen óxido nítrico (NO) , cuantificable en el suero 

en la forma de nitritos. La producción de NO se incrementa a medida que la 

infección evoluciona y es proporcional al tamaño de las lesiones, o sea al grado de 

destrucción tisular. Esto indica que a pesar de la elevada producción de NO no 

hay una aparente eliminación de los trofozoítos, por el contrario la mayor 

concentración de NO se relaciona con daño más severo (Pacheco-Yépez y cols., 

2001).

Recientemente se reportó un trabajo realizado (Hernández-Campos y cols., 

2003) con anillos aórticos de rata sin endotelio se demostró que el sobrenadante 

del medio de cultivo de trofozoítos de E. histolytica, produjo una relajación de los 

anillos en forma dependiente de la concentración de amibas. Dicha relajación se 

inhibió parcialmente cuando las amibas se incubaron durante 48 horas con L-

NAME o aminoguanidina. Por otro lado, en los anillos aórticos pre-tratados con 

azul de metileno pero no aquellos tratados con L-NAME, se inhibió parcialmente la 

relajación. Dichos resultados sugirieron que los trofozoítos de E. histolytica

producen un metabolito del NO que causa una relajación dependiente de la 

producción del guanosín monofosfato cíclico (GMPc).
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La amibiasis producida por E. histolytica constituye la tercer causa de 

morbi-mortalidad por enfermedades parasitarias, seguida de la malaria. Este 

parásito es el responsable de la mortalidad severa a nivel mundial en personas 

que viven en condiciones de pobreza. Una de sus características es que carece de 

mitocondrias y todavía hoy día no está claro como obtiene su energía para llevar a 

cabo sus funciones vitales. 

El tratamiento es poco satisfactorio ya que actualmente los fármacos 

utilizados son poco eficaces y en algunas ocasiones tóxicos. Por lo que es 

importante estudiar rutas metabólicas que solo afecten al agente patógeno  y que 

no se encuentren presentes en el hospedero. Además, una vez que se conozcan 

mejor dichas rutas se pueden aprovechar para el diseño racional de fármacos 

(Ondarza., 2000). 

En recientes estudios con anillos aórticos de rata sin endotelio se demostró 

que el sobrenadante del medio de cultivo de trofozoítos de E. histolytica, produjo 

una relajación de los anillos en forma dependiente de la concentración de amibas 

y la producción de óxido nítrico (NO) (Hernández-Campos y cols., 2003). Una de 

las fuentes posibles de  la producción de este NO fue buscar la presencia de la  

sintasa de óxido nítrico (NOS) en los trofozoítos de las amibas. Hasta este 

momento no se ha encontrado dicha evidencia por lo que es posible que este NO

sea producido por la NR. Actualmente se desconoce si en los trofozoítos de E. 

histolytica está presente dicha enzima y si esta sea la responsable de la 

producción del NO.

III. HIPÓTESIS

Si los trofozoítos de E. histolytica poseen la enzima de la nitrato reductasa,  

entonces esta podría ser la posible fuente de la producción de NO.
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IV. OBJETIVO GENERAL

Demostrar la presencia de la enzima nitrato reductasa en trofozoítos de 

Entamoeba histolytica.

V. OBJETIVOS PARTICULARES

1) Demostrar la presencia de los genes que integran la enzima nitrato reductasa 

en trofozoítos de E. histolytica mediante la técnica de la reacción de la cadena de 

la polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR).

2) Determinar el peso molecular de la proteína amibiana con actividad de nitrato 

reductasa a través de una electroforesis SDS-PAGE.

3) Determinar la similitud antigénica de la proteína con actividad de nitrato 

reductasa presente en E. histolytica mediante inmunodetección con anticuerpos 

específicos.

4)  Determinar la actividad enzimática de la nitrato reductasa presente en las 

amibas.

5) Demostrar el efecto inhibitorio de tungsteno y azida de sodio sobre la actividad 

de la nitrato reductasa presente de los trofozoítos de E. histolytica mediante la 

técnica de Griess.



13

VI. METODOLOGIA

1. Cultivo de amibas

Los trofozoítos de E. histolytica de la cepa HM1: IMSS se cultivaron en 

medio axénico de acuerdo al procedimiento de Diamond (Diamond y cols., 1978) y 

se cosecharon durante la fase de crecimiento logarítmico.

2. Extracción de RNA Total

Se extrajo el  acido ribonucleico (RNA) total de  E. histolytica usando  

Perfect RNATM, Eukaryotic, Mini (Eppendorf). El RNA se cuantificó mediante el 

espectrofotómetro a 260 nm  utilizando el GENESYS  10 Series 

(ThermoSpectronic) y se comprobó su integridad  en un gel agarosa al 1.5% 

teñido con bromuro de etidio en buffer de MOPS y formaldehído. (Apéndice A).

Para prevenir contaminación se trató con un inhibidor de DNasas  (Invitrogen). El  

RNA fue almacenado a -70°C.

3. Electroforesis en gel de Agarosa al 1.5%

A 30 mL de agua bidestilada se agregó 450 mg de agarosa, se agitó y se le 

adicionó 600 µl de TAE 50X. La mezcla  anterior se calentó  por 30 segundos 

hasta disolverse completamente, se pusó a enfriar un poco y se le adicionó 1.5 µl 

de bromuro de etidio. Se agitó y se incorporó en la base para electroforesis de 

agarosa con 600 mL de buffer de carga (TAE 1X). Se corrieron las muestras con 

1µl de buffer de carga por 20 minutos a 55 volts y se observó en la cámara de luz 

ultravioleta.
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4. Diseño de Oligonucleótidos
Los oligonucleótidos fueron diseñados para este estudio mediante los 

programas FAST PCR y Oligo Analyzer 3.0 a partir de las secuencias publicadas 

en el GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html). Se buscó en el 

Gene bank  la secuencia codificante para cada uno de los genes de la nitrato 

reductasa de E. coli, y posteriormente se diseñaron cebadores específicos para 

cada subunidad y se analizaron por el programa Primer 3 para verificar que no se 

forman dímeros o heterodímeros entre si.

5. Reacción de la cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa (RT-

PCR)

Se realizó la reacción en un paso utilizando la transcriptasa reversa y la taq 

Polimerasa. Se adicionó  buffer 10X MMLVRT, 0.1 MDTT, oligo (dT) primers, RNA, 

agua y la enzima  en un volumen final de 50µl. Se incorporó en el termociclador, y 

se verificó que haya amplicón en la electroforesis de agarosa al 1.5 %. Al final se 

tiñó con bromuro de etidio.

6. Reacción de la cadena de la polimerasa (PCR)

 Para verificar los amplicones obtenidos en la técnica anterior se realizó 

PCR de cada subunidad. Se preparó una mezcla para la subunidad gamma (γ) de 

la nitrato reductasa. Se utilizaron sus respectivos oligonucléotidos  Forward y 

Reverse., a la temperatura de alineación  correspondiente para cada subunidad, 

según lo recomendado por la casa comercial  (Promega). Se adicionó 12.5 µL de 

buffer PCR 10X, 1.0 µL de oligonucléotidos (forward), 1.0 µL de oligonucléotidos  

(reverse), 9.5 µL de agua miliQ, y 1 µl de DNA para cada muestra (volumen final= 

25 µL). Después se incorporó al termociclador con su programa especifíco de 

cada muestra (Apéndice A). Se verificó la presencia del amplicón en la 

electroforesis para agarosa al 1.5 %, teñido con bromuro de etidio.
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7. Preparación del extracto crudo de E. histolytica

Las amibas se lavaron 3 veces por centrifugación a 3,000 rpm/40C/5 

minutos con PBS 1x (buffer regulador de fosfatos pH 7.4). Al final del último lavado 

se eliminó el sobrenadante con una pipeta Pasteur, y el botón de amibas se 

resuspendió en 5 mL de octilβglucósido que contiene 500 µL del cocktail de 

inhibidores de proteasas, se agitó en un vórtex  y se guardó en congelación a -

700C para ser usado al día siguiente.

8. Obtención del anticuerpo policlonal anti-Nitrato reductasa de E.coli en 

conejo
Se inmunizó a un conejo de la raza Nueva Zelanda con la nitrato reductasa 

de E. coli (SIGMA) junto con 100 µg de adyuvante completo de Freund’s. Después 

se volvió a inmunizar dos veces con 100 µg de adyuvante incompleto de Freund’s, 

con intervalos de 14 días cada inmunización. 

9. Determinación del peso molecular de la proteína con posible actividad de 

nitrato reductasa presente en E. histolytica por medio de la electroforesis 
SDS-PAGE e inmunotransferencia

Se realizó una electroforesis (SDS-PAGE) al 10% en condiciones 

reductoras (Laemmli., 1970), del extracto crudo amibiano. Este lisado amibiano fue 

previamente desnaturalizado para posteriormente aplicarlo al gel ya polimerizado. 

También se aplicaron marcadores preteñidos de peso molecular conocidos. Una 

vez terminado el tiempo de la electroforesis, se transfirieron las proteínas 

separadas junto con los marcadores de peso molecular a una membrana de 

nitrocelulosa (Towbin y cols., 1979). Terminada la inmunotransferencia se tiñó la 

membrana con rojo de Ponceau para revelar las bandas, y compararlas con los 

marcadores de peso molecular conocidos.
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10. Inmunodetección de la proteína amibiana con posible actividad de nitrato 
reductasa empleando anticuerpos anti-nitrato reductasa de E. coli

Después de  haber realizado una electroforesis SDS-PAGE al 10% 

(Laemmli., 1970) del extracto crudo amibiano, se llevó a cabo la transferencia a 

una membrana de nitrocelulosa por 1 hora a 350 mA (Towbin y cols., 1979). Una 

vez terminada la transferencia, la membrana se reveló con rojo de Ponceau para 

confirmar que la transferencia se había  llevado a cabo y ver las bandas. Después 

se marcaron los carriles y se cortaron. Enseguida cada carril recortado se 

incubaron con un buffer de PBS pH 7.4 que contenía caseína al 10% a 

37°C/1hora. Posteriormente se lavaron con PBS tween y  cada tira se volvió a 

incubar toda la noche a 4°C con su respectivo anticuerpo: anti-Nar (obtenido del 

suero del conejo previamente inmunizado con la Nar de E. coli). Al siguiente día se 

volvieron a lavar las tiras con PBS tween, y se incubaron a 37° C, con el segundo 

anticuerpo que es chivo anti-conejo. Para la detección se reveló con 4-cloro naftol.

11. Determinación de la posible actividad de nitrato reductasa presente en 
los trofozoítos de E. histolytica

Para cuantificar la actividad enzimática de la Nar de acuerdo a la 

metodología de Blasco y Martínez 1997, se utilizaron 4 matraces kitasato de 250 

mL  los cuales contenían: 150 mL de agua milli Q, 100 mL de nitrato de sodio, 100 

mL  de buffer fosfato de potasio, y 40 mL de agua milliQ, respectivamente. 

Enseguida se colocaron en un recipiente con hielo y se desgasificaron

durante 30 min. Posteriormente se tomaron 20 mL del buffer de fosfatos y se 

adicionaron al último matraz que contenía los 40 mL de agua millQ, además  se le 

adicionó de 80 mg de ditionito de sodio, 80 mg de bicarbonato de sodio y 5 mg de 

metil viologenasa. Este último matraz dio una coloración azul intenso. Se 

marcaron 9 tubos  de ensaye. A todos se les adicionó la solución del último matraz 

y  solo  a 2 se les agregó  la enzima nitrato reductasa (extracto amibiano). Se 

colocaron los 9 tubos a incubaron en un baño maría 30 min. a 30 ° C. La reacción

se debía mantener con el color azul intenso. Posteriormente se agitó en el vórtex 
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vigorosamente hasta que desapareció el color, inmediatamente se le agregó 

reactivo de Griess y se incubó 10 min. a temperatura ambiente. Se leyó a 540 nm.

12. Efecto inhibitorio de la azida de sodio y tungsteno en la actividad de la 
proteína amibiana con posible actividad de nitrato reductasa

Se ajustaron 800,000 amibas/mL en su medio de cultivo, en tres diferentes 

condiciones. El primer grupo sólo tuvó medio de cultivo, el segundo grupo se le 

adicionó azida de sodio (200 µM), y al tercer grupo se le adicionó tungsteno (200 

µM). Todas las muestras se hicieron por triplicado, y en 3 tiempos diferentes (24, 

48 y 72 horas) para cuantificar NO2
- y a otras NO3

-. Las muestras para cuantificar 

nitritos se les adicionó limaduras de cadmio (Gutman y Hollywood.,1992), para 

reducir los nitratos a nitritos, y se incubaron a 37°C/4 horas. Después se tomaron 

150 µL de cada muestra previamente desproteinizada con sulfato de zinc al 30%, 

más 150 µL del reactivo de Griess (Sulfanilamide al 1% y N-1 

naphthylethylenediamine dihydrochoride con H3PO4 al 5%), se incubaron a 

temperatura ambiente por 15 minutos y se leyeron  a una absorbancia de 540 mn. 

La concentración de NO2
- fue determinada en base a una curva estándar de nitrito 

de sodio en PBS 1X, con una concentración de 0.5 a 100 µM.
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VII. RESULTADOS

1.  Expresión de la Nar en E. histolytica

Mediante la técnica de biología molecular RT-PCR  y el uso de 

oligonucleótidos  específicos para cada una de las subunidades de  la Nar, 

diseñados a partir de la secuencia genómica de E. coli, se identificaron tres

amplicones. En las figuras 3, 4 y 5 se muestra el amplicón correspondiente a cada 

subunidad que integran a la Nar presente en E. histolytica respectivamente. Los 

tamaños esperados para cada amplicón fueron: para la subunidad α de 373 pb, la 

subunidad β 341 pb y la subunidad  más pequeña corresponde a la γ con 183 pb. 

El tamaño del  producto amplificado esperado para cada subunidad fue 

comprobado con un marcador de peso molecular (M).

Figura 3. Imagen de RT-PCR  de E. histolytica en gel de agarosa al 1.5%. En la figura se 

muestra el marcador de peso molecular de 100 pb (carril 1) y la subunidad α (carril 6). 

1   2     3 4    5   6
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Figura 4. Imagen de RT-PCR  de E. histolytica en gel de agarosa al 1.5%. En la figura se 

muestra el marcador de peso molecular de 100 pb (carril 1) y la subunidad β (carril 3). 

1                   2                   3          
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Figura 5. Imagen de RT-PCR  de E. histolytica en gel de agarosa al 1.5%. En la figura se 

muestra el marcador de peso molecular de 100 pb (carril 1) y la subunidad γ (carril 2 y 3). 

1           2          3          



21

2. E. histolytica posee proteínas que son reconocidas por el anticuerpo 

antiNar obtenido del conejo

En el lisado de los trofozoítos de E. histolytica se  realizó la 

inmunodetección de la NR empleando el anticuerpo antiNAR producido en el 

conejo. La figura 6 muestra el análisis del western blot donde el anticuerpo 

reconoció 4 proteínas presente en la amiba, con los siguientes pesos moleculares

150 kDa, 80 kDa, 47 kDa y 40 kDa respectivamente.

Figura 6. Análisis del Western blot  del lisado de los trofozoítos de las amibas utilizando 
un anticuerpo antiNar.

KDa

150

80

47

40
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3. Actividad enzimática de la Nar de E. histolytica

Para demostrar la presencia de actividad de la proteína con actividad de 

Nar en E. histolytica, se cuantificó la producción de N03 y N02 producidos por los 

trofozoítos amibianos en el medio de cultivo, empleando la reacción de Griess 

(Green y cols., 1982; Havel y Marletta, 1994). La actividad fue cuantificada a 

través de un ensayo con metil viologenasa como donador de electrones para la

reducción de los N03 a N02 (McGregor., )(Tabla 2). 

 

Tabla 2. Actividad de la Nar  presente en Entamoeba histolytica

Actividad de la Nar

(nM nitrito µµµµg-1 min-1)

Control 0.3   ±  0.05

     N03  2.14 ±  0.37 *

Los datos son la media ± el error estándar del ensayo de la actividad de la Nar mediante un 

microensayo en placa para nitritos, basado en la reacción de Griess.

* Existe una diferencia significativa con respecto al control (p< 0.05)

** Existe una diferencia significativa con respecto a la incubación con nitrato de sodio
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4. Efecto inhibitorio del tungsteno y azida de sodio de la Nar de E. 

histolytica

Como se puede observar en la figura 7, la administración del tungsteno y 

azida de sodio en los cultivo de los trofozoítos de E. histolytica a las 24, 48 y 72 

horas inhibieron la actividad de la Nar presente en ellos. Esta inhibición se 

cuantificó a través de la cuantificación de nitritos en el medio de cultivo 

correspondiente (Green y cols., 1982; Havel y Marletta, 1994).

[N
O
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µµ µµM
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24 horas 48 horas 72 horas

Fig. 7. Efecto inhibitorio del tungsteno y la azida de sodio sobre la Nar presente en E. 

histolytica. Las barras representan el promedio ± el error estándar de 5 experimentos. 

*p<0.05 contra el control
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VII. DISCUSIÓN

La amibiasis ocupa la segunda causa de muerte por protozoarios  a nivel  

mundial (Pérez-Tamayo y cols., 1997). El tratamiento de esta patología es 

farmacológico, los 2 compuestos amebicidas más utilizados son el metronidazol y 

iodohidroquinoleínas. Sin embargo, el metronidazol es considerado como un 

posible carcinogénico y la iodohidroquinoleína tiene varios efectos sobre el 

sistema ocular  el cual produce el  Síndrome de mielopatía óptica subaguda.

 Un problema en el uso de la quimioterapia para el tratamiento de la 

amibiasis es el  posible surgimiento de trofozoítos resistentes a las drogas,  al 

reportase cepas de Giardia lamblia y Trichomona vaginalis resistentes al 

metronidazol. (Orozco y cols., 1996). Sin  embargo, dados los efectos conocidos y 

potenciales, además de la resistencia a estas drogas,  actualmente se ha 

propuesto un diseño por el método racional de fármacos,   para sintetizar nuevos 

compuestos en contra de moléculas blanco específico de los parásitos, 

generalmente enzimas metabólicas.

 El hecho de que E. histolytica posea características metabólicas diferentes 

a los eucariontes superiores, pone de manifiesto la importancia de descubrir estas

vías metabólicas que pudieran ser el blanco de nuevos fármacos, así como la 

reevaluación de los ya existentes para el tratamiento de la amibiasis.

 Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue la detección de la enzima 

nitrato reductasa en trofozoítos de E. histolytica; dicha enzima se encuentra 

presente en  diversos microorganismos y muchos de los cuales la utilizan como 

fuente de energía para sus funciones vitales. Hasta este momento no se tienen 

reportes de la presencia de esta enzima en este protozoario.

El hallazgo más sobresaliente de este trabajo es que, por primera vez, se 

demostró mediante procedimientos de biología molecular, fotométricos y western 

blot, la presencia de una proteína con actividad de nitrato reductasa en los 

trofozoítos de E. histolytica.
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En trabajos previos se demostró que los trofozoítos de E. histolytica 

producen óxido nítrico (NO). La fuente de este NO, producido por las amibas 

puede ser una isoforma de la NOS (Hernández- Campos y cols., 2003). 

Sin embargo, otra posible fuente de producción de NO es mediante la 

enzima Nitrato reductasa.

En los trofozoítos de E. histolytica demostramos la presencia de la Nar. 

Esta enzima se caracteriza  por presentar 3 subunidades: la subunidad α (alpha) 

que cuenta con un peso molecular de 373 pb (fig.3); la subunidad  β (beta) con 

peso molecular de 341 pb (fig.4) y  la subunidad  γ (gamma) con  un peso 

molecular de 183 pb (fig.5). 

Es importante mencionar que es la primera vez que se demuestra la 

presencia de los genes de la Nar en E. histolytica. Las NR son  enzimas que 

catalizan la reducción de nitrato a nitritos (Afshar y cols., 1998), contienen 

molibdeno como cofactor, y fueron las primeras enzimas de las que se tienen 

reportes. En los organismos en los que más se han estudiado son Aspergillus 

niger  y Escherichia coli (Arias y cols., 2004).  La primera NR que se reportó fue en  

 el año de 1959 en E. coli (Itagaki y cols.,1959).

Blasco  en 1990 reportó la caracterización de las 3 subunidades que 

integran la Nar en E. coli,  que coinciden con los 3 amplicones que se obtuvimos 

en E. histolytica (Blasco y cols., 1990). 

Afshar y cols., en el 2001 caracterizaron la enzima NR presente en el 

microorganismo Pyrobaculum  aerophilum. Esta enzima también está constituida 

por 3 subunidades: alpha, beta y gama. Y mediante técnicas de biología molecular 

se encontró la presencia de 3 amplicones, que corresponden a las 3 subunidades.

Por lo que es muy probable que los  3 amplicones encontrados en la E. 

histolytica (Fig. 3,4 y 5) corresponden a los 3 genes que transcriben para las 3 

subunidades reportadas para los microorganismos antes mencionados.  Con estos 

resultados el siguiente paso fue  determinar  la similitud antigénica  de la proteína 

con posible actividad de Nar en E. histolytica   con la Nar presente en  E. coli. Ya 

que esta última, ha sido la más estudiada (Blasco y cols., 1990). 
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Una vez obtenido el extracto amibiano, las proteínas de E. histolytica se 

separaron mediante una electroforesis SDS-PAGE al 10% (Laemmli, 1970).

Posteriormente, se realizó una inmunodetección con  el anticuerpo 

policlonal  anti- Nar de E. coli obtenido del conejo previamente inmunizado.

Mediante el western blot se demostró la presencia de  proteínas con posible 

actividad de Nar en trofozoítos de  las amibas. 

El anticuerpo anti-Nar de E. coli,  detectó  al menos 4 proteínas, con los 

siguientes pesos moleculares 150, 80, 47 y 40 kDa respectivamente (fig.6), los 

cuales hasta este momento no  han sido reportado por otros autores.   Sin 

embargo, Guillaume   en el 2004 reportó en Pyrobaculum aerophilum una  Nar 

con peso molecular de 145 kDa, y Blasco  en el 1992 reportó  la presencia  de una 

Nar en E. coli con peso molecular de 155 kDa muy similar a la que nosotros 

encontramos en E. histolytica con un peso  molecular de150 kDa (Blasco y cols., 

1992).  La siguiente proteína amibiana identificada por el anticuerpo anti-Nar de E. 

coli, correspondió a un peso molecular de 80 kDa. Este peso molecular no 

coincidió con los previamente reportados para Nar en otros microorganismos en la 

literatura. La tercera proteína  amibiana que nosotros encontramos  tiene  un peso 

molecular aproximado de 47 KDa. Este peso  podría corresponder al reportado en 

Pyrobaculum aerophilum de 58 KDa (Afshar  y cols., 2001), siendo similar en 

peso a la Nar aislada en Klebsiella aerogenes de 57 kDa y Pichia pastoris de 55 

KDa (Guillaume  y cols., 2004).

Finalmente  la proteína de bajo peso molecular encontrada en la amiba de 

40 KDa, es muy similar a la  Nar reportada  para Klebsiella aerogen con peso 

molecular de 52 kDa, sin embargo Minagawa reportó en Aspergillus nidulans   en 

1982 con peso molecular  mas cercano de 38 kDa (Minagawa y cols., 1982).

Es importante mencionar que dependiendo del microorganismo puede 

variar el numero de  las subunidades de la nitrato reductasa que podemos 

encontrar; éste es el caso, de la microalga Ankistrodesmus braunii, está

constituida por 9 subunidades con diferentes pesos moleculares (De la Rosa y 

cols., 1980).
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Una vez identificadas las proteínas con actividad de Nar, el siguiente paso 

fue la  cuantificación de reducción de nitratos a nitritos mediante la técnica de 

Griess  (Green y cols., 1982; Havel y Marletta, 1994), como  una manera indirecta 

de medir la actividad. Por otro lado, una limitante del estudio  bioquímico de la Nar 

es la complejidad de la enzima (Mertens  y cols., 2000). El ensayo consistió en 

medir la actividad de Nar en presencia de metil viologenase como un donador 

artificial de electrones. 

Afshar  y cols. reportaron en 1998 valores de actividad enzimática para 

nitrato reductasa de 1.36 U/mg de proteína  en Pirobaculum aerophilum, mientras 

que nosotros encontramos una actividad de 1.24 U/mg en E. histolytica. Estos 

datos nos muestran una actividad muy similar entre los dos organismos: Ya que 

en Pirobaculum aerophilum la Nar tiene un papel en la obtención de energía 

(Asfhar  y cols., 2001), esto nos hace pensar que  en E. histolytica tiene la misma 

función.

Por último con todas las evidencias antes mostradas se decidió utilizar 2 

inhibidores selectivos para la Nar, como son la azida de sodio y tungsteno, con la 

finalidad de determinar si existe inhibición a este nivel.

Se cuantificó la producción NO3 y N02 producidos por los trofozoítos 

amibianos  (Gilliam y cols., 1993) en presencia de  los inhibidores en diferentes 

tiempos y concentraciones.  Nosotros encontramos una disminución  significativa  

de la actividad de la Nar con la concentración de 200 µM de azida a las 72 hrs. en 

la producción de N02 (Fig. 7)

 La azida de sodio es un  inhibidor de nitrato reductasa en E. coli. (Elliott J. y 

cols., 2004).  Sin embargo, E. coli mutante puede sobrevivir en altas 

concentraciones de metales tóxicos en el medio (Antipov y cols., 1999). 

Estudios previos, refieren que en Chlamydomonas reinhardtii, muestra una 

disminución en la actividad de la nitrato reductasa en presencia de 

concentraciones de 200 µM  de azida de sodio en el medio de cultivo (Yamasaki-

Sakihama., 2000) pero se vió que la actividad es completamente inhibida la en 

presencia  300 µM. Guerrero reportó disminución de la viabilidad  en la 
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concentración antes mencionada de azida de sodio en el medio de cultivo de 

Chlamydomonas reinhardtii, en un 85% (Guerrero y Gutiérrez, 1997). 

Aunque se ha demostrado inhibición de la Nitrato reductasa a bajas

concentraciones de azida, es importante mencionar que esta regla no  se cumple 

para todas las de nitrato reductasas (Antipov y cols., 1999). 

Con relación al tungsteno en concentraciones bajas de 20 µM no 

encontramos inhibición. Se  ha mencionado por algunos autores que el tungsteno 

es un elemento que estimula el crecimiento de varios  microorganismos. Muchos 

de estos, pueden crecer con la suplementación de tungsteno en el medio de 

cultivo. En general, las enzimas que contienen molibdeno como cofactor, como es 

el caso de la nitrato reductasa, son inactivadas por la adición de tungsteno en el 

medio de cultivo (Afshar y cols., 1998).  En cianobacterias como la Anabaena,  la 

presencia de tungsteno en el medio de cultivo inhibe el crecimiento, inactiva la 

nitrogenasa y  a la nitrato reductasa (Kumar y cols., 1980).

En contraste, con E. coli, que su crecimiento anaerobio es inhibido cuando 

se encuentra el tungsteno en el medio. La inhibición del crecimiento se basa en la 

inactivación del molibdeno contenido en la enzima para la incorporación del 

tungsteno en este sitio, esto se debe a que presenta un tamaño y comportamiento 

químico muy similar al molibdeno (Makdessi y cols. 2001).

Cabe, mencionar que en el año de 1999 se estudió una nitrato reductasa 

que carecía de molibdeno  como cofactor en Pseudomona isachenkovi y  que sin 

embargo, en esta enzima  hubo inhibición con tungsteno en el medio en de cultivo

(Antipov  y cols., 1999).

Es importante mencionar que encontramos inhibición de la nitrato reductasa 

a altas concentraciones de tungsteno 200 µM, (este es considerado un método 

valido para medir la actividad de Nar), lo que nos hace pensar que  la  proteína 

encontrada corresponde a la nitrato reductasa,  que contiene molibdeno como 

cofactor y que su actividad se ve inhibida con altas concentraciones de tungsteno.

Otros autores mencionan que con concentraciones  de tungsteno menores 

de 20 µM, no se presenta ningún efecto inhibitorio sobre la formación de N02
durante la respiración anaerobia. Sin embargo, cabe destacar que Gates en el 
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2003, reportó que  a de  concentraciones de 10 mM de tungsteno en el medio de 

cultivo la nitrato reductasa de Paracoccus pantotropus es parcialmente inhibida. 

Además de que el estudio reveló que en E. coli el tungsteno es 

reemplazado por el molibdeno en su sitio activo; cosa que no ocurrió en 

Paracoccus pantotropus. Estos datos sugieren que el tungsteno puede funcionar 

en el sitio activo de algunas pero no todas las enzimas que contienen molibdeno 

como cofactor (Gates y cols., 2003). Con todos los resultados anteriores, todavía 

quedan muchas dudas por resolver como consecuencia al hallazgo de que  en las 

amibas se encuentra una proteína con actividad de Nar en amibas  capaz de 

reducir  de nitratos a nitritos (Campbell y cols., 1985; Moreno-Vivián y cols., 1999).

Y si puede presentar adaptación a altas concentración de metales  en el 

medio de cultivo  que en otras condiciones pudieran inhibir su crecimiento (Afshar 

y cols., 1998). 

Además  sería muy importante determinar la presencia de las 3 

subunidades  encontradas en la nitrato reductasa que presenta  E. histolytica

también se encuentran en  E. dispar,  comparar pesos moleculares, y si esta 

presenta actividad de reducción de N03 a N02 y se incrementa su actividad en 

presencia de nitrato. Ya que esto pudiera darnos la pauta para pensar en un 

marcador de patogenicidad que significaría una diferencia entre ambas cepas.

 Por otro lado, se debe aclarar si la Nar encontrada en los trofozoítos de la 

E. histolytica, es solo una vía complementaria para obtener energía o requiere de 

la interconexión con otras vías típicas celulares.

Además podemos especular, que puede presentarse otro tipo de nitrato 

reductasa en E. histolytica, como puede ser la Nap y que solo  puede expresarse 

bajo diferentes condiciones metabólicas, o como mecanismo de autodefensa 

formando altos niveles de nitritos para inhibir el crecimiento de bacterias que 

representen competencia, aún en presencia de inhibidores selectivos (Kerber y 

cols., 1982)
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VIII. CONCLUSIONES

1.-Se identificaron 3 genes de las subunidades de la Nar en los trofozoítos de 

la Entamoeba histolytica.

2.- La enzima Nar presente en las amibas está constituido por  subunidades: 

alpha (373 pb), beta (341pb) y gam ma (183pb).

3.- Los  trofozoítos de Entamoeba histolytica posee al menos 4 proteínas 

reconocidas por el Ab policlonal anti-nitrato reductasa.

4.- La  posible actividad enzimática de la proteína amibiana fue de 2.14 U/ mg

5.- La actividad enzimática de la proteína amibiana con actividad de Nar fue 

inhibida por tungsteno y azida de sodio. 
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IX. PERSPECTIVAS

Con base en los resultados obtenidos hasta el momento, es importante 

determinar:

1. Mediante técnicas de biología molecular, la secuenciación de las 3 

subunidades de la proteína con actividad  de nitrato reductasa y 

compararlas con las secuencias genómicas de otros organismos.

2. Por lo tanto, es importante estudiar rutas metabólicas y mediante la 

inhibición de enzimas que tengan un mayor control sobre la vía productora 

de energía diseñar un fármaco que bloquee a este nivel. 
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APÉNDICE A

PROGRAMA UTILIZADO EN EL TERMOCICLADOR

(Subunidad alfa)

1. 95ºC 10 min.
2. 95ºC 15 seg.
3. 62ºC 30 seg.
4. 72ºC 30 seg.
5. 45 ciclos go to 2
6. 72 º 2 min
7 ∞ 4 º C

PROGRAMA UTILIZADO EN EL TERMOCICLADOR

(Subunidad beta)

1. 95ºC 10 min.
2. 95ºC 15 seg.
3. 62ºC 30 seg.
4. 72ºC 30 seg.
5. 45 ciclos go to 2
6. 72 º 2 min
7 ∞ 4 º 

PROGRAMA UTILIZADO EN EL TERMOCICLADOR

(Subunidad gama)

1. 95ºC 10 min.
2. 95ºC 15 seg.
3. 63ºC 30 seg.
4. 72ºC 30 seg.
5. 45 ciclos go to 2
6. 72 º 2 min
7 ∞ 4 º C
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Temperaturas de alineación para  RT-PCR de los oligonucleótidos de las 
subunidades de la Nitrato Reductasa

Subunidad Forward Reverse Temperatura
(Alineación)

Peso
(Pb)

ALFA AGAGCGTGTTGACGCCCTGG CATCGCGCGAGCCGCATACG 62° C 373

BETA TGGGTAACCGTGCCATGCTGC GCCGGGTTCAGGCAGTGTTCG 62°C 341

GAMA ACCTGCTGGCGCAGTACGAGC ACGGCTTTCACGCTGTTGCAG 63°C 183
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Secuencia genómica de E. coli

1   atgcgccagg atgcagaggt aatcatgaag ctaaccgatg cggataatgc cgccgatggc
61  atttttttcc ccgcccttga gcaaaatatg atgggtgcgg tgttaattaa cgaaaatgat
121 gaagtgatgt ttttcaaccc cgccgcagag aagctctggg gatacaaacg tgaagaagtc
181 attggcaata acattgatat gctgattcca cgggatttgc gtcctgcgca tcctgaatac
241 attcgtcaca accgtgaagg cggtaaagcg cgtgttgagg ggatgagtcg ggagctgcag
301 ctggagaaaa aagacggcag taaaatctgg acccgttttg cgctatcgaa agtgagcgcc
361 gaggggaaag tttattacct ggcgctggta cgggatgcca gcgtagaaat ggcgcaaaaa
421 gaacagaccc gacaattgat tattgccgtt gaccatctcg accgaccggt gattgtcctc
481 gatccggaac gccatattgt gcagtgcaat cgcgcattta ccgaaatgtt tggttactgc
541 attagcgaag ccagcggtat gcagcccgat acactcctga acattcctga attccctgcc
601 gataaccgca ttcgtttaca acagttgcta tggaaaaccg cccgcgatca ggacgaattt
661 ctgctgttga cgcgcaccgg tgaaaaaatc tggattaaag cctctatcag cccggtttat
721 gacgtgctcg cgcatctgca gaacctggta atgactttct cggatatcac cgaagaacgg
781 cagattcgcc agcttgaagg caatattctc gccgccatgt gcagcagccc gccatttcat
841 gaaatggggg aaatcatttg tcgtaacatc gaatctgtac tcaacgaatc gcatgtttcg
901 ctgttcgcac tgcgcaacgg gatgccgata cactgggcgt catcttccca cggtgcagaa
961 attcaaaatg cgcaaagctg gtcagcgacc attcgtcagc gtgatggcgc gcctgcgggg
1021 atcctgcaaa ttaaaacctc gtcaggagca gaaaccagcg cctttatcga acgcgtggca
1081 gatatcagcc agcatatggc cgcgctggcg ctggaacagg aaaaaagccg tcagcatatt
1141 gaacaactca tccaatttga tccgatgacc ggtctgccaa atcgcaataa cctgcacaat
1201 tacctcgatg acctggtcga caaagccgtc tctcccgtgg tgtatctcat cggtgttgac
1261 catattcagg atgtgattga tagccttggc tatgcgtggg ccgatcaggc attgctggaa
1321 gtggtcaatc gctttcgtga aaaactcaaa ccggatcagt atctctgtcg tatcgaaggt
1381 acgcagtttg tcctcgtgag cctcgaaaac gacgtcagta acattaccca aatcgccgat
1441 gagctacgga atgtggtcag caagccgata atgattgacg ataaaccctt cccgcttacc
1501 ttgagtattg gcatcagcta cgacctgggt aaaaaccgcg attacttgct ctccactgct
1561 cacaatgcaa tggattatat tcgcaagaat ggcggtaacg gctggcagtt cttcagcccg
1621 gcgatgaacg aaatggtaaa agagcgtttg gttttaggcg cagcgctgaa agaagcgatt
1681 agcaataacc aactgaaact ggtttaccag ccgcaaatct tcgcagaaac gggtgaactg
1741 tacggcatcg aagcccttgc tcgctggcac gatcccctgc atggtcatgt gcccccttca
1801 cggtttattc ctctcgcaga agagattggt gaaatcgaaa atattgggcg ctgggtcatc
1861 gcggaagctt gccgtcagtt agcagaatgg cgtagccaga atattcatat cccggcgtta
1921 tccgtgaact tgtcggcgct gcactttcgc agtaatcaac tgcctaatca ggtgtctgat
1981 gcaatgcacg cctggggtat tgacggccac cagctgacgg tagaaatcac ggaaagcatg
2041 atgatggaac acgataccga aatctttaag cgcattcaga tcctgcgtga tatgggcgtg
2101 ggcttatcgg tagatgattt tggtacgggc ttttccggat tatcccgctt agtcagtctt
2161 ccggtaacgg aaatcaaaat tgacaaaagt tttgtcgatc gttgtctgac cgaaaaacgc
2221 atccttgcct tacttgaagc cattaccagc attgggcaaa gcctcaattt aaccgtcgtg
2281 gcggaaggcg tcgaaaccaa agagcaattt gagatgctac gcaagatcca ctgtcgcgtt
2341 attcagggat atttcttttc ccgcccccta cccgccgaag aaattccagg ctggatgagc
2401 agcgtgttac cgctgaaaat ctga


