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RESUMEN 

 

 En el metabolismo energético de Entamoeba histolytica la glucólisis es la única 

vía para obtener ATP y en sus últimas reacciones la conversión de piruvato a acetil-

coenzima A la lleva a cabo la piruvato:ferredoxina oxido reductasa (PFOR).  Esta 

enzima contiene tres centros Fe-S los cuales son altamente sensibles a las especies 

reactivas de oxígeno (EROs).  Al respecto, antecedentes de nuestro grupo de trabajo 

demostraron que al incubar trofozoítos de amibas en condiciones suprafisiológicas de 

oxígeno, a la par de que hay una inhibición drástica de la PFOR, se acumulan los 

intermediarios glucolíticos G6P, F6P y piruvato, y disminuye la producción de etOH.  

Estos antecedentes llevaron a proponer la hipótesis de que debido a la fuerte inhibición 

por oxígeno de la PFOR, esta enzima puede ser un punto de control de la glucólisis 

amibiana cuando este parásito microaerofílico se expone a condiciones aeróbicas tales 

como las que se encuentran en el hígado, su órgano blanco en el hospedero en los 

casos de absceso hepático amibiano.  

 Debido a la poca información bioquímica de la PFOR amibiana, primero se 

realizó la caracterización cinética y el estudio de los mecanismos de inhibición de su 

actividad por especies reactivas de oxígeno (EROs), cuyos resultados se describen en 

el capítulo 3 de esta tesis.  La caracterización cinética de la enzima se llevó a cabo en 

condiciones de pH y temperatura cercanas a las fisiológicas utilizando la enzima 

presente en extractos clarificados del parásito.  Los valores de afinidad (Km) por sus 

sustratos fueron muy similares a las concentraciones de los mismos en los parásitos, 

esto sugiere que la enzima no se encuentra limitada por sus sustratos in vivo Se 

ensayaron los oxoácidos α-cetoglutarato y α-cetibutirato como sustratos alternativos 

pero la afinidad de la enzima por estos fue 3  veces menor que por piruvato.  Esto 

sugirió que los oxoácidos provenientes de la degradación de aminoácidos no pueden 

entrar a la glucólisis a nivel de la PFOR y ser una fuente de ATP al convertirse en 

acetato por la AcCoAS.   



 Se analizaron los mecanismos de inactivación por EROs de la PFOR tanto de la 

enzima presente en extractos como en células completas.  La enzima presente en la 

fracción solubilizada de parásitos se inactivó al 90% al incubarla por 30 min en 

condiciones saturantes de oxígeno; esta inactivación es reversible al adicionar Fe2+ en 

condiciones reductoras, y se torna irreversible cuando la incubación excede dicho 

intervalo.  Los ligandos acetil-CoA y CoA protegieron de la inactivación por O2 mientras 

que el piruvato aceleró la inactivación.  Las enzimas antioxidantes superóxido 

dismutasa y catalasa también protegieron de la inactivación, lo que indicó que las EROs 

estaban involucradas en el mecanismo de inactivación siendo el superóxido la especie 

que inhibe preferentemente a la enzima.   

 Por otro lado, al analizar el efecto del reto con oxígeno en trofozoítos amibianos 

se observó que a la par de la inhibición de la PFOR también se inhibía al 67% la 

actividad de aldehído deshidrogenasa de la enzima bifuncional aldehído-alcohol 

deshidrogenasa (ADHE) mientras que las demás enzimas glucolíticas no se afectaron. 

El efecto de O2 sobre la actividad de la ADHE no se había reportado antes en la 

literatura.  Después del reto con oxígeno, las amibas se incubaron en normoxia para 

evaluar el efecto de la inhibición en los flujos metabólicos.  La inhibición de la PFOR y 

ADHE trajo como consecuencia la disminución en la producción de etanol y un ligero 

incremento en el flujo hacia acetato; sin embargo, después de una hora, los parásitos 

fueron capaces de recuperar las actividades de ambas enzimas y restablecer el flujo 

hacia etanol a niveles normales.   

 Los resultados de esta primera parte del trabajo experimental indicaron que la 

inhibición del metabolismo energético de las amibas expuestas a una condición de 

estrés oxidante se debe a la inhibición no solamente de la PFOR, sino también de la 

ADHE, por lo tanto, además de la determinación del grado de control que tiene la PFOR 

sobre la glucólisis amibiana en condiciones de aerobiosis, que era el objetivo principal 

de la tesis, también se estableció como prioritario determinar el grado de control de la 

ADHE.  Los resultados de los hallazgos de este análisis se describen en el capítulo 4 de 

esta tesis y se resumen en las siguientes líneas. 



 El grado de control que ejerce una enzima sobre el flujo de la vía metabólica a la 

que pertenece se puede determinar aplicando los fundamentos del Análisis del Control 

Metabólico (MCA).  Dicho grado de control del flujo de una enzima es un valor numérico 

que se denomina coeficiente de control de flujo, 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

, donde J es flujo y aEi es la 

actividad de la enzima, transportador, bloque de enzimas o reacciones químicas Ei de 

la vía metabólica.  Se determinaron los 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

 de la PFOR y ADHE por titulación con 

inhibidores utilizando difeniliodonio y disulfiram y se establecieron las condiciones 

experimentales en las cuales estos compuestos inhiben de manera específica a estas 

enzimas sin afectar el resto de las enzimas de la vía metabólica.  En paralelo a la 

inhibición de la actividad de estas enzimas se determinaron los flujos a etanol y acetato 

y de las gráficas de flujo versus actividad enzimática se determinaron los 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

.  Como 

resultado se obtuvo que en condiciones de aerobiosis, la PFOR posee un 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

 para el 

flujo de etanol del 7% mientras que, de manera sobresaliente la ADHE tuvo un 

coeficiente de control del 33%.  Estos resultados indican que de las dos enzimas 

susceptibles de ser inhibidas en condiciones aeróbicas, la ADHE controla más que la 

PFOR el flujo de la glucólisis en el parásito.  La razón de este mayor control es que la 

ADHE presente en los trofozoítos representa solamente el 10% de la actividad que 

tiene la PFOR, por lo que aunque la ADHE se inhibe en menor porcentaje en 

condiciones aeróbicas, la poca actividad remanente limita el flujo metabólico.  

 Para avanzar en el conocimiento de la estructura de control del metabolismo de 

la glucosa en E. histolytica no es suficiente con determinar el grado de control de 

algunas enzimas de la vía.  La PFOR y ADHE controlan en conjunto el 40% del flujo 

total de la vía, por lo tanto el 60% restante debe de residir en las reacciones de la vía 

que no fueron evaluadas.  Por lo tanto, se realizó el análisis de elasticidades como otra 

aproximación experimental del MCA para determinar la distribución de control de la vía 

completa.  Estos estudios se describen en el capítulo 5 de esta tesis.  

 Una ventaja del análisis de elasticidades es que permite identificar las reacciones 

de una vía que tienen mayor control del flujo utilizando células enteras y se basa en 

determinar cómo cambian las velocidades de las reacciones de la vía cuando se 

cambian las concentraciones de los intermediarios.  Para tal efecto se hicieron variar en 



los trofozoítos las concentraciones de los intermediarios G6P, F6P y pyr para hacer 

variar las velocidades (i.e., los flujos) de los bloques de enzimas que producen y 

consumen cada uno de estos metabolitos.  De las gráficas de flujo de la vía versus 

concentración de intermediario se determinaron los coeficientes de elasticidad y a 

través de los teoremas de la sumatoria, conectividad y de la ramificación del MCA se 

determinaron los 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

 de los bloques principales que constituyen la glucólisis amibiana.  

Los resultados indican que el bloque de enzimas del transportador de glucosa, la 

hexocinasa y la degradación del glucógeno controlan el 72-80% el flujo de la vía, 

seguido por el bloque consumidor de piruvato (PFOR y ADHE) con un 31% del control; 

esta distribución de control concuerda con el control que ejercen la PFOR y ADHE 

obtenidos por titulación con inhibidores.  Por otro lado el bloque de ocho enzimas y sus 

ramificaciones desde la fosfofructocinasa dependiente de pirofosfato (PPi-PFK) hasta la 

piruvato fosfato dicinasa (PPDK) controla 20-28% mientras que la síntesis de glucógeno 

controla del -13 a -22% el flujo de la vía.   

 Estos resultados indican que en condiciones aeróbicas agudas, el flujo de la 

glucólisis recae principalmente en las etapas iniciales de la vía.  A pesar de que las 

enzimas PFOR y ADHE son muy sensibles al estrés oxidante, en condiciones de 

aerobiosis experimental la ADHE puede participar con el 30% del control de flujo de la 

vía.  Así mismo, la distribución de control de la glucólisis de E. histolytica indica que si 

se desea inhibir a la glucólisis de este parásito como una estrategia alternativa a la 

actual, sería más adecuado inhibir a alguna(s) de las enzimas del bloque con mayor 

control de flujo, o alternativamente, inhibir a la ADHE la cual tiene un coeficiente de 

control alto.  Por otro lado, las enzimas dependientes de pirofosfato PPi-PFK y PPDK 

que alguna vez se propusieron como blancos terapéuticos por ser peculiaridades del 

parásito controlan poco el flujo de la vía, por lo que se requerirían una inhibición 

farmacológica completa para afectar el metabolismo energético del parásito.  

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

In the energy metabolism of Entamoeba histolytica, glycolysis is the only pathway to 

obtain ATP and in its last reactions the conversion of pyruvate to acetyl-coenzyme A is 

carried out by pyruvate:ferredoxin oxidoreductase (PFOR).  This enzyme contains three 

Fe-S clusters which are highly sensitive to reactive oxygen species (ROS).  On this 

regard, previous findings from our research group demonstrated that amebal 

trophozoites incubated under supraphysiologycal oxygen conditions, in addition to a 

drastic PFOR inhibition, there is accumulation of the glycolytic metabolites G6P, F6P 

and pyruvate, and a decrease in etOH production. These results led us to hypothesize 

that due to the high PFOR oxygen inhibition, the enzyme may be a  limiting reaction for 

amebic glycolysis when this microaerophilic parasite is exposed to aerobic conditions 

such as those found in the liver, one of its target organ in the host in cases of amebic 

liver abscess.  

 Due to the limited biochemical information of amoebic PFOR, first its kinetic 

characterization was performed and further the mechanisms of inhibition of its activity by 

reactive oxygen species (ROS) were analyzed; these results are described in chapter 3 

of this thesis. The kinetic characterization of the enzyme was carried out using the 

enzyme present in amebal clarified extracts and under conditions of pH and temperature 

that resemble the physiological ones.  The affinity values (Km) for its substrates were 

very similar to the concentrations of those metabolites in the parasites, this suggests 

that the enzyme is not limited by its substrates in vivo.  The oxoacids α -ketobutyrate 

and α –ketoglutarate were tested as alternative substrates but the affinity for these 

metabolites was lower than that for pyruvate.  This suggested that oxoacids derived 

from amino acid degradation cannot supply glycolysis at the level of PFOR and be a 

source of ATP when they are converted to acetate by the AcCoAS as was previously 

proposed.   



 The mechanisms of PFOR inactivation by ROS were analyzed in live cells and 

clarified cell extracts.  The enzyme present in the solubilized fraction of parasites was 

inactivated at 90% by incubating the cell sample for 30 min at saturating oxygen 

conditions, this inactivation was reversible upon Fe2 +addition under reducing conditions; 

it becomes irreversible when incubation exceeds that time interval.  Its ligands acetyl- 

CoA and CoA protected from inactivation by O2 while pyruvate accelerated inactivation. 

The antioxidant enzymes superoxide dismutase and catalase also protected from 

inactivation, indicating that ROS were involved in the mechanism of inactivation, being 

superoxide the ROS type that preferentially inhibits the enzyme.  

 Moreover, the effect of the oxygen challenge on amebal trophozoites was 

analyzed.  It was determined that together with PFOR inhibition, the aldehyde 

dehydrogenase activity of the bifunctional aldehyde-alcohol dehydrogenase (ADHE) was 

also inhibited in 67% while other glycolytic enzymes were not affected.  The effect of O2 

on the activity of ADHE has not been reported before in the literature. After the oxygen 

challenge, the amoebas were incubated under normoxia to evaluate the effect on 

metabolic fluxes.  PFOR and ADHE inhibition resulted in decreased ethanol production 

and a slight increase in the acetate flux; however, after an hour in normoxia, the 

parasites restored the enzyme activities as well the ethanol flux to normal levels. 

 The results of this part of the experimental work indicated that the energy 

metabolism inhibition of amoebas exposed to oxidative stress condition is due not only 

to PFOR inhibition but also to ADHE impairment.  Therefore, in addition to determining 

the PFOR degree of control over amoebic glycolysis under aerobic conditions, which 

was the main objective of the thesis, we also established as a priority to determine the 

degree of control of ADHE.  The results of the findings of these analyses are described 

in chapter 4 of this thesis and summarized in the following lines. 

 The control exerted by an enzyme over the flux of its metabolic pathway can be 

determined by applying the fundamentals of Metabolic Control Analysis (MCA).  The 

degree of control of an enzyme over the pathway flux is a numerical value called flux 

control coefficient,𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

, where J is flux and aEi is the activity (a) of an enzyme, 

transporter, group of pathway enzymes or chemical reactions Ei . The 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

 of ADHE and 



PFOR were determined by titration with inhibitors using disulfiram and 

diphenyliodonium, respectively.   Experimental conditions were established in which the 

compounds specifically inhibited these enzymes without affecting other pathway 

enzymes.  In parallel to inhibition of the enzyme activity the fluxes to ethanol and acetate 

were determined, and from the dependency of fluxes versus enzyme activity the 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

 

were determined.  Under aerobic conditions and over ethanol flux, PFOR displayed a 

𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

 of 7% whereas outstandingly the ADHE had a control coefficient of 33%.  These 

results indicated that of the two enzymes susceptible of being inhibited under aerobic 

conditions, ADHE exerted higher control than PFOR over the glycolytic flux in the 

parasite.  The reason for the higher ADHE control is that in amoebal trophozoites, this 

enzyme represents only 10 % the activity PFOR; therefore, although ADHE is inhibited 

to a lesser extent than PFOR under aerobic conditions, its low remaining activity limited 

the glycolytic flux. 

 To advance in the knowledge of the control structure of the complete glucose 

catabolism in E. histolytica it is not enough to determine the degree of control of some 

pathway enzymes.  Together, PFOR and ADHE control 40% of the total flux of the 

pathway; therefore, the remaining 60 % must reside in the other pathway reactions that 

were not inhibited. Therefore, elasticity analysis was performed which is another MCA 

experimental approach to determine the control distribution of complete pathways. 

These studies are described in Chapter 5 of this thesis 

 The advantage of elasticity analysis is that allows identification of the reactions 

that have higher flux control using the whole live cells.  It is based on the determination 

of how the rate of an enzyme or group enzymes changes to variation in the 

concentrations of their pathway intermediaries. To that end, the concentrations of G6P, 

F6P and pyr were varied in the trophozoites to change the rate of the group of reactions 

that produce and consume these metabolites.  From the plots of flux versus intermediary 

concentration, the elasticity coefficients were determined and by applying the 

summation, connectivity and branch theorems of the MCA, the 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

 of major groups of 

glycolytic enzymes/reactions were determined.  The results indicated that the group of 

enzymes constituted by the glucose transport, hexokinase and glycogen degradation 



control by 72-80 % the pathway flux, followed by the pyruvate consumer block (PFOR 

and ADHE ) with 31% of the control.   The latter value is in agreement with the control of 

PFOR and ADHE obtained by titration with inhibitors. Furthermore, the group of eight 

enzymes and their ramifications from the pyrophosphate dependent 

phosphofructokinase (PPi-PFK) to pyruvate phosphate dikinase (PPDK) controls 20-28 

%, whereas the glycogen synthesis exerted -13 to -22 % control of the pathway flux. 

 The results of this thesis indicated that under acute aerobic conditions, glycolytic 

flux is mainly controlled by the initial pathway reactions. Although PFOR and ADHE are 

highly susceptible to oxidative stress, in the aerobic experimental conditions, ADHE had 

30% of the pathway flux control.  

 The control distribution of glycolysis in E. histolytica indicates that to inhibit the 

parasitic pathway as an alternative to the existing therapeutic strategy, it would be more 

suitable to inhibit one or at least two of the enzymes that have the higher control of flux. 

Furthermore, the pyrophosphate -dependent enzymes PPi - PFK and PPDK, which have 

been proposed as therapeutic targets had low flux control coefficient, Therefore, it would 

be required a complete pharmacological inhibition of these enzymes to affect the 

parasite energy metabolism. 

 

 

  



ABREVIATURAS: 

AcCoAS: acetil-CoA sintetasa 

Acetil-CoA: acetil-coenzyma A;  

ADHE: alcohol-aldehído deshidrogenasa bifuncional;  

Cat: catalasa 

DPI: cloruro de difenil iodonio 

DSF: disulfiram 

EROs: especies reactivas de oxígeno 

EtOH: etanol 

F6P: fructosa-6-fosfato 

G6P: glucose-6-fosfato 

HK: hexocinasa 

HXT: transportador de glucosa 

PFOR: piruvato:ferredoxina oxidoreductasa 

PGAM: 3- fosfoglicerato mutasa 

PPDK, piruvato fosfato dicinasa 

Pyr: piruvato   

SOD: superóxido dismutasa 

  



CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Epidemiología de la amibiasis 

 La amibiasis es una enfermedad muy común en países en vías de desarrollo, 

entre los que se encuentra Malasia y Bangladesh. A mediados de los años 80s se 

reportó hasta 100,000 muertes anuales (Walsh, 1986), mientras que la Organización 

Mundial de la Salud estableció que esta enfermedad era la cuarta causa de muertes por 

parásitos a nivel mundial [WHO 2004].  E. histolytica genera manifestaciones clínicas 

solo en el 10-20% de las personas infectadas; en el resto cursan con la infección de 

manera asintomática, por lo que en la mayoría de los casos estos pacientes no reciben 

tratamiento y se vuelven transmisores de la enfermedad (Mackey-Lawrence y Petri Jr, 

2011). 

 Durante mucho tiempo las estadísticas de infección por E. histolytica aportaron 

valores muy elevados de esta enfermedad, los cuales pudieron haberse sobreestimado 

debido a que no se contaban con las estrategias experimentales para diferenciar a E. 

histolytica (la especie más infectiva y virulenta) de E. dispar o E. moshkovskii, debido a 

que son morfológicamente indistinguibles al microscopio (McAuliffe et al, 2013). Sin 

embargo, en las últimas décadas se han desarrollado estrategias de detección 

inmunológicas (reacción antígeno-anticuerpo) y moleculares (detección de isoformas 

enzimáticas y uso de sondas de DNA), para establecer la presencia de diversas 

especies amibianas en las muestras clínicas, por lo que las pruebas de detección se 

hicieron más específicas (Ximénez et al, 2011).  En México se reportó una 

seroprevalencia del 9.7% en la población general (Ximénez, 2006). La amibiasis es una 

de las principales causas de consulta médica a nivel nacional, con 1 millón de casos 

anuales. La parasitosis afecta más a las  personas que viven en condiciones sanitarias 

precarias de nuestro país, sobre todo en la población infantil de 0 a 4 años (Figura1.1) 

(Cuadernos FUNSALUD 2008). 

 



 

Fig. 1.1. Incidencia de amibiasis por intervalo de edad en la República Mexicana en 2008.  
Incidencia por cada 100,000 habitantes. Fuente: SUIVE/DGAE/Secretaría de Salud 

 
 
 Las estadísticas reportadas en 2010 por la Secretaria de Salud establecieron que 

la amibiasis intestinal era la novena causa de morbilidad en el territorio nacional, por 

encima de la diabetes mellitus tipo II (Tabla 1.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tabla 1.1 Principales causas de morbilidad en nuestro país en 2010- Fuente CENAVECE 
(www.dgepi.salud.gob.mx/anuario/) 

 

  

 

 

 

 

 

 

Esta infección tiene la mayor incidencia en los estados del sur del país, siendo los más 

afectados Guerrero y Oaxaca, seguidos por Chiapas, Yucatán, Tabasco y Campeche 

(Figura 1.2). Estos datos están relacionados con las condiciones socioeconómicas de 

los estados más afectados, siendo aquellos donde hay más pobreza los que presentan 

el mayor número de casos. 

  

1.- Infecciones respiratorias agudas 

2.- Infecciones intestinales por otros organismos y las mal definidas 

3.- Infección de vías urinarias 

4.- Otitis media aguda 

5.- Amibiasis intestinal 

6.- Conjuntivitis 

7.- Otras helmintiasis 

8.- Candidiasis urogenital 

9.- Varicela 

10.- Neumonía y Bronconeumonía 

http://www.dgepi.salud.gob.mx/anuario/


 

Figura 1.2.  Distribución de la amibiasis intestinal en México durante el 2010. Fuente CENAVECE 2010. 

 

 

1.2. Ciclo biológico de E. histolytica 

 

 El ciclo biológico de E. histolytica comprende dos estadios: el quiste y el 

trofozoíto (Fig. 1.3). Los humanos son el principal hospedero y la principal fuente de 

transmisión (Mackey-Lawrence y Petri Jr 2011).  

 La forma móvil del parásito es el trofozoíto, la cual es el estadio vegetativo que 

coloniza el lumen del intestino grueso para multiplicarse; este puede invadir la mucosa 

intestinal generando así la amibiasis intestinal. En algunos casos, la infección puede 

complicarse cuando la amiba invade otros tejidos a través de su diseminación 

sanguínea por la vena porta, generando lesiones extra intestinales como el absceso 

hepático, el pulmonar y en mucho menor medida el cerebral. (Zermeño et al, 2013).  

 Se ha propuesto que cuando los trofozoítos se encuentran en condiciones de 

estrés por nutrientes durante su paso por el colón transversal y descendente, se inicia 

el proceso de enquistamiento (Caballero-Salcedo et al, 1994)Ali et al, 2004). El quiste 



es el estadio de resistencia y transmisión amibiano. Los quistes se excretan en las 

heces de los enfermos y si las condiciones de higiene no son las adecuadas, estas 

contaminan el agua y los alimentos, cerrando así el ciclo biológico del parásito (Fig. 

1.3). También se ha reportado la transmisión sexual oral-anal, sobre todo entre la 

población homosexual. 

 

Figura 1.3. Ciclo biológico de Entamoeba histolytica. Tomado de http://amebiasis-

semanaculturallasallana.blogspot.mx/2013/11/ciclo-evolutivo-de-la-entamoeba.html   



1.3. Metabolismo energético en E. histolytica 

 

 Entamoeba histolytica tiene como principal vía de obtención de energía en forma 

de ATP a la glucólisis, debido a que no lleva a cabo ciclo de Krebs ni fosforilación 

oxidativa (Reeves, 1984; Saavedra et al, 2005).  Esta vía (Fig. 1.4) presenta diferencias 

importantes con la glucólisis que ocurre en células humanas.  Tiene dos enzimas 

dependientes de pirofosfato, la fosfofructocinasa (PPi-PFK) (Reeves et al 1976; Deng et 

al 1998) y la piruvato fosfato dicinasa (PPDK) (Reeves 1968; Saavedra-Lira et al 1998), 

las cuales catalizan reacciones reversibles en condiciones fisiológicas y no están 

sujetas a regulación alostérica como ocurre con sus contrapartes en mamíferos, la ATP-

fosfofructocinasa (ATP-PFK) y la piruvato cinasa (PYK), las cuales son importantes 

puntos de control en la glucólisis de células humanas.  Aunque se han detectado 

actividades de ATP-PFK y PYK en E. histolytica, sus actividades son un orden de 

magnitud menores comparadas con sus contrapartes dependientes de PPi y 

probablemente no contribuyen significativamente al flujo glucolítico (Saavedra et al, 

2004; Saavedra et al, 2007).  Otras diferencias importantes son: 1) la HK amibiana se 

inhibe fuertemente por AMP (Reeves et al 1967; Saavedra et al, 2005), mientras que el 

inhibidor de la HK de mamíferos es la glucosa-6-fosfato (G6P); 2) en la primera 

reacción de fosforilación a nivel de sustrato, la fosfoglicerato cinasa amibiana sintetiza 

preferentemente GTP en lugar de ATP y 3) la amiba tiene una 3-fosfoglicerato mutasa 

independiente de 2,3 difosfoglicerato, típica de bacterias.  

 Otras particularidades se encuentran en la transformación del piruvato.  En 

mamíferos el complejo de la piruvato deshidrogenasa descarboxila y oxida al piruvato 

para producir acetil-coenzima A (acetil-CoA), CO2 y NADH; esta enzima cataliza una 

reacción irreversible y tiene una regulación alostérica por diversos metabolitos que 

influye en los flujos de glucólisis y gluconeogénesis.  En contraste, en amibas, el 

piruvato es descarboxilado y oxidado de manera reversible por la piruvato:ferredoxina 

oxidoreductasa (PFOR) para formar acetil-CoA, CO2 y ferredoxina reducida (Reeves et 

al 1977).  Hasta la fecha no se han encontrado moduladores alostéricos de la PFOR.  

Posteriormente, en condiciones anaeróbicas o de microaerobiosis, la acetil-CoA puede 

ser transformada a etanol por la acción de una alcohol deshidrogenasa bifuncional 



(ADHE), la cual tiene actividades de acetaldehído y alcohol deshidrogenasa.  

Alternativamente, en condiciones aeróbicas, una fracción del acetil-CoA (10%) se 

transforma en acetato por una acetato tiocinasa (AcCoAS). 

 Como parte de una de las actividades del doctorado escribí una revisión del 

metabolismo de la glucosa en amiba y sus posibles mecanismos de control, la cual 

sirvió como una primera versión para una revisión más extensa en inglés que será un 

capítulo del libro “Amebiasis: Biology and Pathogenesis”, editado por A. Bhattacharya y 

T. Nozaki, el cual será publicado en el 2014 por la editorial Springer Japón.  Cabe 

mencionar que la última revisión publicada acerca del metabolismo de E. histolytica se 

publicó hace treinta años por Richard Reeves (Reeves 1984), cuya investigación originó 

mucho del conocimiento que se tiene acerca del metabolismo de este parásito. 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1.4. Glucólisis en E. histolytica  
GLUT,Transportador de glucosa; HK, hexocinasa; PPi-PFK, fosfrofructocinasa dependiente de pirofosfato; ATP-PFK, 
fosfofructocinasa dependiente de ATP; ALDO, aldolasa; TPI, triosafosfato isomerasa; GAPDH, gliceraldehído-3-fosfato 
deshidrogenasa; PGK, 3-fosfoglicerato cinasa; PGAM, 3-fosfoglicerato mutasa; ENO, enolasa; PPDK, piruvato fosfato dicinasa; 
PYK, piruvato cinasa; PFOR, piruvato:ferredoxina oxidoreductasa; ADHE, alcohol deshidrogenasa bifuncional; AcCoAS, acetato 
tiocinasa; Glu

ext
 , glucosa externa; Glu

in
, glucosa interna; G6P, glucosa-6-fosfato; F6P, fructosa-6-fosfato; F1,6BP, fructosa-1,6-

bifosfato; G3P, gliceraldehído-3-fosfato; DHAP, dihidroxiacetona fosfato; 1,3BPG, 1,3-bifosfoglicerato; 3PG, 3-fosfoglicerato; 2PG, 
2-fosfoglicerato; PEP, fosfoenolpiruvato, acetil-CoA, acetil-coenzima A; PPi, pirofosfato; Pi, fosfato inorgánico; EtOH, etanol 

  

GLUT 

Gluc ext 

Gluc in 

Glu6P 

ATP-PFK 

Fru6P 

HK 

PPi-PFK 

Fru1,6BP 

DHAP Gly3P 

ALDO 

TPI 

NADH GAPDH 

1,3 BPG 

3PG  

2PG 

PGK 

PGAM 

PEP 

ENO 

PYK ATP + Pi PPDK 

Piruvato 

CoA+ ATP 

 acetil-CoA 

acetaldehido 

EtOH 
acetato 

PFOR 

ADHE 

AcCoAS 

CO
2
  

NAD
+
, Pi 

AMP
 
 + PPi

 
  

Pi + ADP
 
  

CoA 

NADH 

NADH 
NAD

+
  

NAD
+ 
+ CoA 

ADP  
ATP  

GDP  
GTP  

Pi  

PPi  
ATP  

ADP  

HPI 

ATP  
ADP  

2Fd
ox

 
  

2Fd
red

 



 
 
 
 
 
 
 

Capítulo del libro: Glucose metabolism and its controlling mechanisms in 

Entamoeba histolytica 

 

 
 
 
 
 
 

Erika Pineda, Rusely Encalada, Citlali Vázquez, Zabdi González, Rafael Moreno- 
Sánchez and Emma Saavedra 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Glucose metabolism and its controlling mechanisms in  

Entamoeba histolytica 

 

 

Erika Pineda, Rusely Encalada, Citlali Vázquez, Zabdi González, Rafael Moreno-

Sánchez and Emma Saavedra # 

 

Departamento de Bioquímica, Instituto Nacional de Cardiología Ignacio Chávez. México 

D.F., 14080, México. 

 

 

 

#Corresponding author 

Emma Saavedra, Ph.D.   

Departamento de Bioquímica.  Instituto Nacional de Cardiología Ignacio Chávez.  

Juan Badiano No. 1 Col. Sección XVI, Tlalpan, México D.F. 14080, México  

Tel. (5255) 5573-2911 ext. 1298. 

e-mail: emma_saavedra2002@yahoo.com 

mailto:emma_saavedra2002@yahoo.com


Abstract 

Entamoeba histolytica lacks the genes encoding the enzymes of the Krebs cycle 

and oxidative phosphorylation; therefore, glycolysis is the main pathway for ATP supply 

and for providing carbon skeleton precursors for the synthesis of macromolecules.  

External glucose is metabolized through a fermentative glycolysis producing mainly 

ethanol and, to a lower extent, acetate as end-products.  The pathway in the parasite 

deviates in several aspects from the typical glycolysis present in mammals and yeasts.  

For instance, (i) the use of pyrophosphate as high-energy phosphate donor in several 

reactions; (ii) the feasibility of thermodynamic reversibility of all pathway reactions under 

physiological conditions; and (iii) the presence of fermentative enzymes similar to those 

of anaerobic bacteria.  These and other enzyme peculiarities impose different 

mechanisms of control of the glycolytic fermentative flux in the parasite compared to the 

highly allosterically regulated glycolysis in other eukaryotic cells.  In this chapter, we 

summarize the previous and current knowledge of the carbohydrate metabolism in E. 

histolytica and analyze its underlying controlling mechanisms by applying the 

fundamentals of Metabolic Control Analysis. 

 

Keywords  

Glycolysis, chitin synthesis, glycogen metabolism, Metabolic Control Analysis, 

flux control coefficient, controlling step, drug target  



1. Introduction 

Entamoeba histolytica and other members of the same genus live in 

microaerophilic environments of <5% O2 atmospheric in in vitro culture (Band and Cirrito 

1979, Gillin and Diamond 1981), which is approximately <30 μM dissolved O2.  Such O2 

concentration is close to that found in the human colon (0.1- 4.4%) (Taylor et al. 1981, 

Ladas et al. 2007).  Therefore, E. histolytica is adapted to catabolize external glucose 

through fermentative glycolysis since it does have neither mitochondria nor the enzymes 

of the oxidative phosphorylation typical of aerobic cells. 

The glycolytic enzymes and the anaerobic and microaerophilic route of glucose 

degradation in E. histolytica (Fig. 1) were mostly characterized in the late 60´s-early 80´s 

by Richard E. Reeves, who depicted the intermediary metabolism in the parasite 

(Reeves 1984).  Most recently, a comprehensive compendium of the carbohydrate 

metabolism genes annotated in the E. histolytica genome was published (Clark et al. 

2007).  The recombinant amebal glycolytic enzymes have been recently kinetically 

characterized under near-physiological conditions (Saavedra et al. 2005) and relevant 

kinetic parameters are summarized in Table 1.   

An integral analysis of the controlling mechanisms of the metabolic pathway has 

been performed by our group through metabolic modeling of the entire pathway and by 

theoretically and experimentally applying the fundamentals of Metabolic Control Analysis 

(Saavedra et al. 2005, Saavedra et al. 2007, Moreno-Sánchez et al. 2008a).  This 

approach allows the quantitative determination of the degree of control that each 

enzyme/transporter has on the pathway flux and allows to understand the molecular 

basis of the controlling and regulatory mechanisms of metabolic pathways (reviewed in 

Moreno-Sánchez et al. 2008b).  



 

2. Biochemical properties of the E. histolytica glycolytic enzymes 

Glucose is taken up from the extracellular environment by a low activity and low 

affinity glucose transport (GLUT) mechanism (Serrano and Reeves 1974); up to date, its 

molecular identity has not been associated to any gene (Clark et al. 2007)  (Table 1).  

Amebal GLUT activity is not inhibited by compounds that affect mammalian GLUTs such 

as colchicine and phloretin (Serrano and Reeves 1974), which suggests a highly 

divergent molecular nature from typical GLUT transporters.  However, similar to 

mammalian GLUTs, amebal GLUT is also potently inhibited by cytochalasin B (Ki of 3 

μM; Rusely Encalada and Emma Saavedra, unpublished results).  In his pioneering 

studies, Reeves proposed that as the amebal glucose transport and pathway flux 

exhibited similar rates, GLUT could represent a rate limiting step of the glycolytic flux 

(Serrano and Reeves 1975).  

Once internalized, glucose is immediately phosphorylated since no free 

intracellular glucose has been detected (Serrano and Reeves 1975).  This reaction is 

catalyzed by hexokinase (HK; EC 2.7.1.1) which consumes one mole of ATP to produce 

glucose-6-phosphate (Glu6P) and ADP (Fig 1).  In the E. histolytica genome there are 

two genes coding for isoforms HKI and HKII which have 89% identity at the amino acid 

sequence level (Ortner et al. 1995, Clark et al. 2007).  The differences in the isoelectric 

points of the HK isoforms caused by these changes have been used to distinguish E. 

histolytica from E. dispar (Sargeaunt 1987, Ortner et al. 1997a).  As most HKs, the 

amebal enzymes function as dimers and catalyze a reaction far from equilibrium (Keq ~ 

844) which precludes its reversibility under physiological conditions.  Kinetically, both E. 

histolytica HK isoforms have similar high affinities for glucose (Reeves et al. 1967, 



Kroschewski et al. 2000, Saavedra et al. 2005) (Table 1), but they differ in their affinity 

for ATP, which is higher in the HKI isoform (Kroschewski et al. 2000).  None of them use 

fructose or galactose as substrates, although they can use mannose but with low affinity 

(Kmmannose HKI= 1 mM; HKII >2 mM) (Kroschewski et al. 2000).  In addition, PPi is a 

potent, non-essential mixed-type activator of HKI (Table 1) (Moreno-Sánchez et al. 

2008a).  Remarkably, Glu6P does not inhibit amebal HKs as occurs for the mammalian 

enzymes in which serves as a regulatory mechanism (Wilson 2003); instead, amebal 

HKs are potently and competitively inhibited by AMP and ADP against ATP with Ki of 

24-36 and 120-235 μM, respectively (Reeves et al. 1967, Kroschewski et al. 2000, 

Saavedra et al. 2005); these Ki values are well within the physiological concentrations 

found in trophozoites (1.6 mM AMP, 3.3 mM ADP, 5 mM ATP) (Saavedra et al. 2007).  

Therefore, the ratios of the adenine nucleotide pools (i.e., ATP/ADP and ATP/AMP) may 

serve as regulatory mechanisms of this reaction.  

 Glu6P is isomerized to fructose-6-phosphate (Fru6P) by hexose phosphate 

isomerase (HPI; EC 5.3.1.9) (Fig. 1).  The E. histolytica genome contains two genes 

encoding HPIs which differ in the insertion/deletion of seven amino acids (Clark et al. 

2007) and its isoforms have been used to distinguish different isolates from E. histolytica 

or E. dispar (Sargeaunt 1987, Razmjou et al. 2006).  The enzyme is functional as dimer 

(Saavedra et al. 2005) and catalyzes a reaction near its thermodynamic equilibrium (Keq 

~ 0.3) under physiological conditions, which may preclude a relevant controlling role on 

the glycolytic flux (Saavedra et al. 2007).  However, it has been recently demonstrated 

that the amebal enzyme can be potently inhibited by erythrose-4-phosphate (Ery4P), an 

intermediary of the non-oxidative branch of pentose phosphate pathway (PPP), with a Ki 



value of 5.9 μM (Marín-Hernández et al. 2011).  Therefore, the PPP branch flux may 

indirectly exert control on the first reactions of the glycolytic flux.  

 The next step of glycolysis is phosphorylation of Fru6P to fructose-1,6-

bisphosphate (Fru1,6BP).  In most cells, this reaction is catalyzed by an allosterically 

modulated, tetrameric ATP-dependent phosphofructokinase (ATP-PFK; EC 2.7.1.11) 

(Moreno-Sánchez R et al. 2012), which catalyzes an irreversible reaction under 

physiological conditions due to thermodynamic constraints (Keq ~2300).  In contrast, in 

E. histolytica, 90% of PFK activity is accounted by a pyrophosphate-dependent 

phosphofructokinase (PPi-PFK; EC 2.7.1.90), which catalyzes a fully reversible reaction 

(Keq ~ 3.2) under physiological conditions (Reeves et al. 1974, Reeves et al. 1976, 

Saavedra et al. 2005, Saavedra et al. 2007).  In the amebal genome there is only one 

gene for PPi-PFK coding for a protein of 60 kDa (Clark et al. 2007).  This enzyme has 

been kinetically characterized (Reeves et al. 1974, Reeves, Serrano and South 1976, 

Bruchhaus et al. 1996, Deng et al. 1998, Saavedra et al. 2005).  It functions as dimer 

showing moderate affinity for PPi and Fru6P at physiological pH (Saavedra et al. 2005)  

(Table 1).  The physiological concentrations of Fru6P (1.1 mM) and PPi (0.45 mM) 

(Saavedra et al. 2007) represent only 1-2 times the Km values (Table 1), although to 

circumvent this limitation, the cells express relatively high PPi-PFK content/activity 

(Saavedra et al. 2007).  It is tempting to speculate that the use of PPi instead of ATP at 

the level of PFK prevents the negative effect of the turbo design of glycolysis, in which at 

high glucose concentration, the first ATP consuming reactions of glycolysis may exhaust 

the ATP before being re-synthesized in the late stages of the pathway (Teusink et al. 

1998).  



Interestingly, the specificity for PPi of amebal PPi-PFK can be changed to ATP by 

introducing the single mutation Asn105Gly; this change in the PPi-PFK gene might have 

phylogenetic implications (Chi and Kemp 2000).  Besides Fru6P, the enzyme can use 

sedoheptulose-7-phosphate (sedoheptul-7P) to produce sedoheptulose 1,7 

bisphosphate (sedoheptul 1,7BP) (Reeves et al. 1976); hence, the complete non-

oxidative branch of PPP can be catalyzed by the combined action of PPi-PFK, 

transketolase (TK) and aldolase (Susskind et al. 1982) (Fig. 1).   

In addition, the E. histolytica genome also contains three genes encoding ATP-

dependent PFKs of 48 kDa (Clark et al. 2007) which have only 17% identity with the 

PPi-PFK sequence (Chi et al. 2001).  The ATP-PFK is an allosterically modulated 

enzyme with low affinity for Fru6P (KmFru6P = 3.6 mM).  Considering that (i) the 

physiological Fru6P concentration of 1.1 mM (Saavedra et al. 2007) is less than its Km 

value and (ii) within the cell, there is one-order of magnitude lower ATP-PFK activity 

than PPi-PFK activity (Saavedra et al. 2007), it seems that the contribution of ATP-PFK 

to the glycolytic flux in E. hystolytica is negligible.  Therefore, the physiological function 

of this enzyme remains to be elucidated.   

 Fru1,6BP is cleaved to glyceraldehyde-3-phosphate (Gly3P) and 

dihydroxyacetone phosphate (DHAP) (Fig. 1) by a type II metal-dependent Fru1,6BP 

aldolase (ALDO; EC 4.1.2.13) which diverges from type I metal-independent aldolases 

present in plants and animals (Sánchez et al. 2002, Saavedra et al. 2005).  Two genes 

are present in the amebal genome differing in an insertion of 28 amino acids (Clark et al. 

2007).  The E. histolytica enzyme is a tetramer that shows high affinity for Fru1,6BP 

(Table 1) (Kalra et al. 1969, Saavedra et al. 2005) and can be saturated in in vivo 

conditions (Fru1,6BP concentration of 0.43 mM) (Saavedra et al. 2005, Saavedra et al. 



2007).  The enzyme prefers Co2+ as an essential cofactor but other divalent metals can 

also be used (Kalra et al. 1969, Saavedra et al. 2005).  PPi is a competitive inhibitor of 

the enzyme (Moreno-Sánchez et al. 2008a) (Table 1).  As mentioned above, ALDO may 

participate in the non oxidative branch of the PPP, by cleaving sedoheptul-1,7BP to 

DHAP and Ery4P (Susskind et al. 1982).  Hence, Fru6P, DHAP and Gly3P are 

precursors of the non-oxidative PPP to produce ribose-5-P (R5P) for the synthesis of 

nucleotides (Fig. 1).   

 Inter-conversion of DHAP to Gly3P is catalyzed by triosephosphate isomerase 

(TPI; E.C. 5.3.1.1).  Only one gene is found in the amebal genome (Clark et al. 2007, 

Landa et al. 1997) and the enzyme has been crystallized (Rodríguez-Romero et al. 

2002).  In most cells, the enzyme is the most catalytically efficient of the glycolytic 

enzymes despite its low affinity for substrates (Table 1) (Saavedra et al. 2005) and it 

catalyzes a reaction close to equilibrium (Keq ~ 0.05); therefore its control over the 

glycolytic flux is negligible (Saavedra et al. 2007). 

 Next, Gly3P is phosphorylated and oxidized to 1,3 bisphosphoglycerate (1,3BPG) 

by glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH; E.C.1.2.1.12) transferring two 

electrons to NAD+.  In the E. histolytica genome there are 5 annotated GAPDH genes 

(Clark et al. 2007).  The enzyme is a tetramer that shows high affinity for its ligands and 

specificity for NAD+ (Saavedra et al. 2005) (Table 1).  Recently it was reported that the 

amebal enzyme is ADP-ribosylated and excreted to the extracellular milieu (Álvarez et 

al. 2007).  This post translational modification suggests that other functions besides its 

metabolic role might be operating in amebas; indeed, GAPDH is a typical example of a 

moonlighting enzyme, i.e. enzymes that have other physiological functions besides its 

main and essential metabolic role (Collingridge et al. 2010).  In this last regard, it has 



been described that GAPDH is involved in gene regulation, cell signaling, and DNA 

integrity (Sirover 2011).   

 The first substrate level phosphorylation reaction of glycolysis is catalyzed by 3-

phosphoglycerate kinase (PGK; E.C. 2.7.2.3).  There is only one gene coding for the 

amebal dimeric enzyme (Clark et al. 2007).  In general, PGKs of most cells transfer the 

phosphate from position 1 of 1,3 BPG to ADP producing 3-phosphoglycerae (3PG) and 

ATP.  However, the amebal PGK has two orders of magnitude higher preference for 

guanine nucleotides (Reeves and South 1974, Saavedra et al. 2005, Encalada et al. 

2009), although by means of a nucleotide transphosphorylase, ATP can be readily 

synthesized from GTP.  By site directed mutagenesis analysis we demonstrated that 

tyrosine 239 and glutamic acid 309 are involved in the higher affinity for guanine 

nucleotides (Encalada et al. 2009).     

 3-phosphoglycerate mutase (PGAM; E.C. 5.4.2.1) isomerizes 3PG to 2-

phosphoglycerate (2PG).  Five genes are annotated in the amebal genome as PGAMs 

(Clark et al. 2007), from which two correspond to bacterial-like 2,3 bisphosphoglycerate 

(2,3BPG)- independent PGAMs which are not related to the 2,3BPG-dependent PGAMs 

present in mammalian cells.  Accordingly, the recombinant amebal enzyme does not 

require the cofactor for activity (Saavedra et al. 2005).  The enzyme is a monomer which 

has low affinity for 3PG (Saavedra et al. 2005), and it is present in low content/activity in 

the cell (Saavedra et al. 2007) (Table 1); these data suggested that the enzyme 

represents a constraint in the pathway flux which was further demonstrated by metabolic 

modeling (Saavedra et al. 2007, Moreno-Sánchez et al. 2008a).  The enzyme is 

competitively inhibited by PPi (Table 1) (Moreno-Sánchez et al. 2008a) and it is also 

inhibited in amebas incubated with reactive oxygen species (Husain et al. 2012).   



 Enolase (ENO; E.C.4.2.1.11) converts 2PG into phosphoenolpyruvate (PEP).  

There is only one gene in the amebal genome coding for this enzyme (Clark et al. 2007).  

The amebal enzyme is a tetramer and shows high affinity for its ligands (Saavedra et al. 

2005), whereas 3PG and PPi are weak competitive inhibitors (Table 1) (Moreno-

Sánchez et al. 2008a).  Recently it was demonstrated that amebal ENO may translocate 

to the nucleus where inhibits cytosine-5-methyltransferase 2 (Dnmt2) that participates in 

DNA and tRNA methylation (Tovy et al. 2010).  Moreover, ENO protein from Entamoeba 

invadens, E. histolytica and Naegleria fowleri has also been found in vesicle and cyst 

walls (Segovia-Gamboa et al. 2011).  Thus, the ENO non-glycolytic functions described 

for other cells (Collingridge et al. 2010) can be also extended to the amebal protein.  

 In most cells, PEP is dephosphorylated to pyruvate (Pyr) producing ATP in the 

second reaction of glycolytic substrate-level phosphorylation catalyzed by pyruvate 

kinase (PYK; E.C. 2.7.1.40).  Thermodinamically, this reaction is irreversible under 

physiological conditions (Keq ~ 3.2 x105).  In contrast, amebas have the PPi-dependent 

enzyme pyruvate phosphate dikinase (PPDK; E.C. 2.7.9.1) which catalyze a reversible 

reaction at physiological pHs (Keq ~ 0.005) and is also present in anaerobic bacteria, 

other protists as trypanosomatids and plants.  The tetrameric enzyme transfers high-

energy phosphate groups from PEP and PPi to AMP to produce ATP, Pi and Pyr 

(Reeves 1968, Saavedra-Lira et al. 1998, Saavedra et al. 2005,).  The enzyme kinetic 

parameters have been determined (Saavedra-Lira et al 1998, Saavedra et al. 2005).  

Despite being the slowest enzyme in its pure form, this inconvenient is circumvented by 

its high content/activity in the cell and its high affinity for substrates (Table 1). 

 In addition, the amebal genome contains three open reading frames for putative 

PYK genes (Clark et al. 2007) and the kinetic characterization of a PYK activity in 



cytosolic parasite extracts was reported by our group (Saavedra et al. 2004).  The 

amebal PYK activity represents only 10% of the PPDK activity within the cell (Table 1) 

(Saavedra et al. 2007); and shows non-essential activation by Fru1,6BP like many other 

PYKs (Saavedra et al. 2004).  However, the recombinant or native enzyme has not been 

purified and studied neither its physiological function elucidated.  

 

2.1. Alternative routes of PEP to Pyr transformation 

 Alternatively to PPDK (and to a minor extent PYK), amebas can transform PEP to 

Pyr by three sequential reactions (Fig. 1).  First, a PEP carboxytransphosphorylase 

(PEPCT; E.C. 4.1.1.38) (Reeves 1970) catalyzes carboxylation of PEP to oxaloacetate 

(OAA) using Pi as co-substrate instead of GDP as the typical PEP carboxykinase (E.C. 

4.1.1.32).  Hence, the amebal enzyme produces PPi, thus representing another source 

of PPi for glycolytic enzymes, whereas in bacteria, PEPCT serves for anaplerotic supply 

of OAA.  Further, OAA is reduced to malate by a NADH-dependent malate 

dehydrogenase (MDH; E.C.1.1.1.37) and malate is in turn decarboxylated and oxidized 

by a NADP+-dependent and decarboxylating malate dehydrogenase (malic enzyme; ME; 

E.C. 1.1.1.40) to produce Pyr (Reeves 1970).  The resulting effect of this PEP-Pyr loop 

is transhydrogenation of NADH to NADPH making available NAD+ for glycolysis, and 

PPi and dicarboxylic acids for anaplerotic purposes.  Unfortunately, the gene encoding a 

PEPCT has not been identified (Clark et al. 2007) and to date, no kinetic information has 

been reported for these enzymes.  ME has been used to distinguish E.histolytica/E. 

dispar from other amebas (Sargeaunt 1987).   

 

 



3. Pyruvate metabolism 

3.1 Pyruvate decarboxylation and oxidation 

 Pyruvate is at a crossroad of glucose catabolism (Fig. 1).  E. histolytica lacks 

pyruvate dehydrogenase and pyruvate decarboxylase; hence, decaboxylation and 

oxidation of Pyr to acetyl-coenzyme A (acetyl-CoA) and CO2 is catalyzed by 

pyruvate:ferredoxin oxidoreductase (PFOR; E.C. 1.2.7.1) which transfers two electrons 

to two ferredoxin (Fd) molecules (Reeves et al. 1977, Lo and Reeves 1978,).  Two 

genes for PFOR and seven for Fd are annotated in the amebal genome (Clark et al. 

2007).  Reduced Fd (Fdred) is involved in metronidazole activation, the current drug used 

to treat amebiasis.  It has been demonstrated that PFOR down-regulation appears not to 

be a mechanism for resistance against this drug; instead, superoxide dismutase and 

peroxiredoxin over-expression and Fd down-regulation were observed in metronidazole 

resistant strains (Wassmann et al. 1999).  The kinetic properties of the amebal PFOR 

have been determined (Reeves et al. 1977, Lo and Reeves 1978, Pineda et al. 2010).  

PFOR is the third most abundant enzyme activity from the amebal fermentative 

pathway, only preceded by PGK and TPI (Pineda et al. 2010) (Table 1).  At physiological 

pH, the enzyme has low affinity for Pyr and high for coenzyme A (CoA); high acetyl-CoA 

concentration is a potent inhibitor (Pineda et al. 2010).  The enzyme can use other 2-

oxoacids such as oxaloacetate and α–ketobutyrate but with extremely low affinities (Km 

>10 mM) and cannot use α-ketoglutarate (Pineda et al. 2010).  Consequently, these 

carbon-skeletons derived from amino acid degradation appear not to be physiologically 

used by PFOR for acetyl-CoA formation as previously suggested (Clark et al 2007).  

Therefore, other 2-oxoacid oxidoreductases are very likely involved in amino acid 

utilization as fuels.   



 PFOR contains three iron-sulfur clusters which are highly sensitive to oxidation 

and inactivation by ROS (Imlay 2006).  In agreement, the amebal PFOR is inhibited at 

low micromolar concentrations of O2 and H2O2 (Table 1) (Pineda et al. 2010, Ramos-

Martínez et al. 2009).  Our group reported that E. histolytica subjected to an acute 

supra-physiological O2 concentration (0.63 mM) promoted accumulation of Glu6P, Fru6P 

and Pyr and diminished EtOH and ATP contents.  These changes were the result of 

strong inhibition of PFOR and the NADH-dependent bifunctional aldehyde-alcohol 

dehydrogenase (ADHE; E.C. 1.2.1.10 1.1.1.1) (Pineda et al. 2010, Ramos-Martínez et 

al. 2009).  Interestingly, virulent E. histolytica was able to rapidly restore PFOR activity 

after the insult whereas non-virulent amebas were not, suggesting a more robust 

antioxidant protection in the former (Ramos-Martínez 2009).   

 

3.2 Ethanol formation 

 Acetyl-CoA produced by PFOR is further transformed to EtOH which is the main 

product of glucose catabolism in amebas.  In E. histolytica, EtOH fluxes under aerobic 

conditions are 15-39 nmoles EtOH/min x mg cell protein, values which are one order of 

magnitude higher than those for acetate formation of 2.8-3.6 nmoles acetate/min x mg 

cell protein determined under the same condition (Saavedra et al. 2007, Pineda et al. 

2010, Pineda et al. 2013).  Under anaerobic conditions (N2 atmosphere) axenic amebas 

does not produce acetate (Reeves et al. 1977).  Hence, contrary to the common belief, 

E. histolytica mainly produce EtOH under both anaerobic and aerobic conditions. 

Ethanol production from acetyl-CoA is catalyzed by ADHE (Lo and Reeves 1978).  

This enzyme is similar to the bifunctional enzyme present in bacteria, in which the N-

terminal domain contains the aldehyde dehydrogenase activity whereas the C-terminal 



domain has the alcohol dehydrogenase activity containing an Fe2+ binding site 

(Espinosa et al. 2001).  The enzyme transforms acetyl-CoA to EtOH through a 

thiohemiacetal intermediary bound to the enzyme which is further reduced to EtOH (Fig. 

1).  Two NADH molecules are oxidized per EtOH produced in the overall ADHE 

reaction; since one NADH per pyruvate formed is synthesized by GAPDH in glycolysis, 

then, the extra NADH molecule required to synthesize EtOH can be provided by Fdred 

produced in the PFOR reaction.  Fdred can be oxidized by a ferredoxin:NAD+ 

oxidoreductase (Fd:NAD+ OR) producing NADH and regenerating oxidized Fd (Fdox) (Lo 

and Reeves 1978, Bringaud et al. 2010) (Fig. 1).  

Recombinant ADHE has been kinetically characterized (Lo and Reeves 1978, 

Espinosa et al. 2001, Bruchhaus and Tannich 1994, Yong et al. 1996).  The enzyme has 

almost two-three orders of magnitude higher affinity for acetyl-CoA and acetaldehyde 

than for EtOH (Table 1).  This suggests that ADHE in vivo mostly functions in the 

direction of EtOH production.  The enzyme is also highly sensitive to inhibition by 

oxidative stress (Pineda et al. 2010). 

 Interestingly, ADHE can form helical rod-like ultra-structures called spirosomes 

which serve for its stabilization (Avila et al. 2002).  Moreover, this enzyme seems to be 

associated with Fe2+ transport from the extracellular milieu (Reyes-López et al. 2011), 

which suggests additional functional roles for this enzyme.  

 At least other 17 genes coding for alcohol dehydrogenases and one for aldehyde 

dehydrogenase have been annotated in the E. histolytica genome (Clark et al. 2007).  

Two NADPH-dependent alcohol dehydrogenases (ADH1 and ADH3), and one NADP+-

dependent aldehyde dehydrogenase have been kinetically characterized (see Clark et 

al. 2007 for a review).  These enzymes can use free medium-chain and aromatic 



aldehydes but not acetyl-CoA as substrates.  Therefore, they seem not to be involved in 

fermentative glycolysis and their physiological functions have not been elucidated.  

Then, ADHE is the main enzyme involved in EtOH formation in amebas.  

 

3.3 Acetate metabolism 

 Under aerobic conditions, part of the acetyl-CoA can be alternatively transformed 

to acetate (Fig. 1) by an ADP-forming acetyl-CoA synthetase (AcCoAS; E.C. 6.2.1.13) 

named after the reverse reaction and also known as acetate thiokinase (Reeves et al. 

1977).  In amebas it catalyzes hydrolysis of the high-energy thioester bond of acetyl-

CoA to synthesize ATP from ADP and Pi (Reeves et al. 1977).  In contrast to the most 

common acetate thiokinases which use AMP and PPi as substrates, the amebal, giardial 

and some anaerobic bacterial enzymes use ADP and Pi (Reeves et al. 1977, Field et al 

2000).  Recently we reported the properties of the enzyme in the E. histolytica cytosolic 

fractions (Pineda et al. 2010); the enzyme has lower affinity for acetyl-CoA compared to 

ADHE (Table 1), hence, the latter represent an important competitor of AcCoAS for the 

metabolite (Fig. 1).   

There is controversy on the functional role of acetate formation in amebas.  It was 

early described by Richard Reeves that amebas subjected to aerobic conditions can 

produce 75% acetate and 25% EtOH whereas under anaerobic conditions this ratio was 

reversed and EtOH production was favored (Reeves et al. 1977).  As ATP is 

synthesized during production of acetate, it has been thought that amebas are able to 

support aerobic conditions because they have an extra provision of ATP.  However, we 

have consistently found that after a challenge of hyperoxia (0.63 mM O2) or under mild 

aerobic conditions (air-equilibrated saline buffer, 0.18 mM O2), trophozoites can produce 



a maximum of just 20% acetate from glucose catabolism (Pineda et al. 2010, Pineda et 

al. 2013).  After the supra-physiological O2 challenge, E. histolytica trophozoites show 

decreased ADHE activity and decreased EtOH formation, whereas AcCoAS activity 

remains unaltered and acetate formation slightly increases (Pineda et al. 2010).  ADHE 

inhibition induced by ROS, can bring about a build-up of acetyl-CoA which can stimulate 

the flux through AcCoAS resulting in increased acetate production.  However, under 

conditions where ADHE is 50% inhibited by disulfiram, the low flux through the acetate 

branch is not sufficient to maintain the steady ATP concentration in the cell (Pineda et 

al. 2013).  These results indicate that contribution of AcCoAS to the ATP supply seems 

negligible.  Hence, we have hypothesized that under prolonged aerobic conditions, an 

increased acetate flux may transiently drain the acetyl-CoA accumulation caused by 

ADHE inhibition regenerating CoA (Fig. 1).  It may be also possible that build-up of 

acetyl-CoA could serve for the synthesis of other biomolecules.  All these hypotheses 

remain to be tested.  

 Amebas also have a PPi-dependent acetate kinase (AcK) which synthesize PPi 

and acetate starting from acetyl-phosphate (acetyl-P) and Pi (Reeves and Guthrie 1975) 

(Fig. 1).  It has been demonstrated that the enzyme can only catalyze the reaction in the 

direction of acetate formation (Reeves and Guthrie 1975, Fowler et al. 2012).  In 

contrast, in other microorganisms that use acetate as carbon fuel, AcK catalyzes acetyl-

P production using acetate as substrate and ATP as high-energy P-donor; acetyl-P is 

further transformed to acetyl-CoA by a phosphotransacetylase, an enzyme which is 

absent in amebas.  The native (Reeves and Guthrie 1975) and recombinant (Fowler et 

al. 2012; Citlali Vázquez and Emma Saavedra, unpublished results) amebal AcKs have 

been characterized.  The enzyme reported by Fowler et al. showed lower affinities for 



acetyl-P (0.5 mM) and Pi (48.9 mM) compared to those determined for the native 

(Reeves and Guthrie 1975) and our recombinant enzyme (0.02-0.07 and 2.2-2.6 mM, 

respectively).  This discrepancy may be due to the low sensitivity of the enzymatic assay 

used by them.  In E. histolytica, Pi concentration is near 5.4 mM (Saavedra et al. 2007) 

whereas acetyl-P has not been detected (Citlali Vázquez and Emma Saavedra, 

unpublished results).  It is unknown whether other acyl-phosphates can be used by the 

amebal enzyme.  Further studies are required to determine the physiological role of this 

AcK in E. histolytica. 

 

4. Main glycolytic branches 

4.1 Glycogen metabolism  

Glu6P is another glycolytic metabolite localized at an important cross-road.  

Amebas lack the genes coding for the enzymes of the PPP oxidative branch: glucose-6-

phosphate dehydrogenase, 6-phosphogluconolactonase and 6-phosphogluconate 

dehydrogenase (Reeves 1984, Clark et al. 2007).  Hence, Glu6P can continue through 

its fermentative route and serve as precursor for glycogen synthesis, or is a glycogen 

degradation product (Fig. 1).  Glu6P is inter-converted to glucose-1P (Glu1P) by the 

action of phosphoglucomutase (PGM) (Takeuchi et al. 1977a).  This enzyme together 

with HK has been used as the gold standards to distinguish E. histolytica from E. dispar 

(Sargeaunt 1987, Ortner et al. 1997b).  Glycogen is abundant in the parasite accounting 

for up to 3 M of stored glucose equivalents (Saavedra et al. 2007); therefore, glycogen 

synthesis is highly active in amebas grown on high external glucose concentrations.  

Glycogen synthesis (Fig. 1) is performed by the sequential action of UDP-glucose 

pyrophosphorylase (UDP-Gluc PPiase) and glycogen synthase (GS) (Takeuchi et al. 



1977a, Reeves 1984,).  Then, glycogen synthesis may be an important source of PPi 

(Reeves 1984, Saavedra et al. 2007)] (Fig. 1).  On the other hand, glycogen degradation 

is catalyzed by the action of glycogen phosphorylase (GP) (Takeuchi et al. 1977b, 

Reeves 1984).  No information is available on the mechanisms that regulate the 

synthesis and degradation of glycogen. 

 

4.2 Chitin synthesis  

It has been recently demonstrated in E. invadens that glycogen degradation 

mainly provides the carbon-skeletons for chitin synthesis (Samanta and Ghosh 2012, 

Jeelani et al. 2012).  Glu6P from glycogen degradation, or from external glucose, 

isomerizes to Fru6P by HPI (Fig. 1).  Fru6P is the glycolytic precursor for chitin 

synthesis.  This metabolite is in turn isomerized and aminated by glucosamine-6-

phosphate isomerase (GN6PI) to produce glucosamine-6-phosphate (GlcN6P), the first 

intermediate of chitin synthesis (Fig. 1).  Increase in the level of this metabolite during 

encystation of E. invadens (Samanta and Ghosh 2012, Jeelani et al. 2012), and in E. 

histolytica subjected to oxidative stress (Hussain et al. 2012) has been observed.  It has 

been recently demonstrated that E. histolytica can form cyst-type structures induced by 

ROS which stimulate chitin synthesis (Aguilar-Díaz et al. 2010).   

 

4.3. Amino acid synthesis   

Glycolytic triose-phosphates are precursors for amino acid synthesis: 3PG for 

serine, glycine and cysteine (Nozaki et al. 2005) and Pyr for alanine (Fig. 1).  Genes 

encoding the enzymes in the respective routes have been identified in the E. histolytica 

genome (Clark et al. 2007).  Ser and Cys synthesis are relevant for amebas since they 



lack glutathione (Fahey et al. 1984), the main antioxidant molecule in most cells; 

therefore Cys replaces GSH as the antioxidant metabolite in amebas.  In comparison, 

other amino acid synthesis pathways are not present or reduced, because these 

metabolites can be abundant in the extracellular medium by the action of a great variety 

of amebal proteases.  On this regard, amebas are able to actively take up and consume 

a wide range of amino acids (Zuo and Coombs 1995). 

 

5. Controlling mechanisms of amebal fermentative glycolysis 

 The amebal HK, PPi-PFK and PPDK markedly diverge in their enzymatic 

properties from those of the tightly-regulated mammalian HK, ATP-PFK and PYK which 

are, together with GLUT, the main controlling and regulatory steps of glycolysis in these 

last cells (reviewed in Moreno-Sánchez et al. 2008b).  Moreover, with the exception of 

HK, in amebas all the reactions from HPI to ADHE are thermodynamically reversible 

under physiological conditions (Fig. 1).  Thus, it seems that neither allosteric regulatory 

mechanisms nor thermodynamic constraints can be applied to identify and determine 

what controls the fermentative glycolysis in E. histolytica.  Therefore, it becomes 

apparent that only an integral analysis of all the parameters and variables of the 

pathway, i.e. enzyme/transporter kinetic properties and levels of enzyme/transporter 

expression, metabolite concentrations and metabolic fluxes in the cell, and using the 

fundamentals of Metabolic Control Analysis (MCA) (Fell 1997, Moreno-Sánchez et al. 

2008b) for analysis, it is possible to identify/determine the control structure and 

understand the underlying controlling mechanisms of the pathway in this parasite.  

 

5.1 Metabolic Control Analysis  



Metabolic Control Analysis (MCA) is a Systems Biology approach that analyzes 

metabolic networks with the goal of elucidating their underlying mechanism of control 

and regulation (Fell 1997, Moreno-Sánchez et al. 2008b, Westerhoff 2011).  On this 

regard, MCA makes a clear distinction between control and regulation of metabolism. 

‘‘Control’’ indicates the extent to which the flux or the concentration of an intermediary of 

a metabolic pathway is altered when the activity of one step (or group of steps) is 

changed.  These values are quantitatively represented by the flux- and concentration- 

control coefficients, respectively.  ‘‘Regulation’’ refers to how the flux of a pathway or a 

metabolite level is modified when the rate of an individual step is changed by cellular 

factors other than their substrates/products (e.g. enzyme activity modulators such as 

hormones and ions), and is quantitatively represented by the response coefficient (Fell 

1997).  Regulation is more related to the homeostatic control of metabolic pathways.   

MCA studies have demonstrated that, contrary to the common concept of rate-

limiting step used in biochemistry textbooks and scientific literature outside metabolic 

regulation, the control of a pathway is distributed in different degrees among all the 

pathway components, with two or three steps displaying the highest control (reviewed in 

Fell 1997, Moreno-Sánchez et al. 2008b).  Thus, using MCA it is possible to determine 

the control distribution of a pathway flux in any cell model. 

 The flux control coefficient is symbolized as CJ
ai, in which J is the pathway flux 

and a is the activity of an enzyme/transporter i in the cell.  To determine the CJ
ai, the 

enzyme/transporter within the cell has to be gradually titrated above and below the wild 

type level (the reference point) and the pathway flux has to be in parallel assessed.  

From plots of normalized pathway flux versus enzyme activity, the CJ
ai is calculated from 

the slope of the tangent of the fitting of the closest points to the WT level (Fig. 2A).  



Performing this experiment for each pathway enzyme, the whole set of CJ
ai can be 

calculated and hence the pathway control distribution.  The sum of all CJ
ai in the 

pathway have to be add up 1 (Summation theorem of MCA).  In concordance, an 

enzyme with a CJ
ai equals to 1 (enzyme E1 in Fig. 2A) means that it is the one and only 

controlling step of the pathway flux, i.e. it is a true rate-limiting step.  In contrast, an 

enzyme with a CJ
ai approaching zero (enzyme E2 in Fig. 2A) means that it has negligible 

control on the pathway flux.   

Experiments similar to those described in Fig. 2A to determine the control 

distribution of a metabolic pathway, which seems simple at first glance, has demanded 

the design of several different experimental strategies to change the enzyme rate in the 

cells of only one enzyme at a time, without affecting the rest of the pathway 

enzymes/transporters.  MCA has been successfully applied to several pathways such as 

oxidative phosphorylation in normal and tumor cells and glycolysis in several biological 

models (reviewed in Moreno-Sánchez et al. 2008b).  

 

5.2 Kinetic modeling of metabolic pathways 

Bioinformatics tools have been incorporated to MCA studies to construct kinetic 

models of several pathways to determine their control distribution (for a kinetic model 

database see the JWS Online Cellular Systems Modeling at 

http://jjj.biochem.sun.ac.za/index.html and Hübner et al. 2011).  This approach is now 

called bottom-up systems biology to distinguish it from the top-bottom systems biology 

strategies that are fueled of data obtained from high-throughput transcriptomic, 

proteomic and metabolomic analyses (Westerhoff 2011).  Only a few kinetic models of 

glycolysis in pathologic cells have been reported, in particular for tumor cells (Marín-

http://jjj.biochem.sun.ac.za/index.html


Hernández et al. 2011) and human parasites Trypanosoma brucei (Bakker et al. 1999) 

and E. histolytica by our research group (Saavedra et al. 2007, Moreno-Sánchez et al. 

2008a).  The reason of this scarcity of studies derives from the fact that metabolic 

modeling requires for an elevated amount of experimental data for their construction and 

validation (Hübner et al. 2011). 

 The aim of kinetic modeling is to build a computational representation that may 

reproduce the physiological behavior of a metabolic/signaling pathway using the 

knowledge of the kinetic properties of the individual enzymes and transporters (Snoep 

2005).  A validated model should predict with the highest possible accuracy the 

pathway´s behavior in the cell regarding flux rates, metabolite concentrations and 

control structure, and unveil not-so-apparent properties (Snoep 2005).  Kinetic models 

that apply MCA also help to identify the kinetic mechanisms of why an enzyme controls 

or does not control a pathway flux or a metabolite concentration.   

 

5.3 Kinetic modeling of amebal glucose fermentation 

To construct the kinetic model of amebal glycolysis (Saavedra et al. 2007) it was 

necessary to determine the kinetic properties of all the pathway enzymes from HK to 

PPDK determined under the same experimental conditions and close to the 

physiological pH, temperature and ionic composition values as described in (Saavedra 

et al. 2005).  Such dataset included the affinity for substrates, products, activators and 

inhibitors for each pathway reaction.  Moreover, it was also necessary to determine the 

enzyme maximal activities (Vmax) in the forward and reverse direction of each reaction, 

metabolite concentrations and pathway fluxes within amebal trophozoites, employing the 

same strain and under identical incubation conditions.  Using the enzyme kinetic data, 



appropriate rate equations for each reaction and concentrations of some precursors that 

supply the pathway such as glucose, ATP, Pi and NAD+, were assembled in the 

software Gepasi (later renamed CoPaSi from Complex Pathway Simulator, both of 

which allow MCA (Hoops et al. 2006)) used as bioinformatics platform.  After several 

rounds of refinement, in which in vivo experimentation was required, a kinetic model 

emerged that could predict the metabolite concentrations and pathway fluxes to values 

acceptably close to those determined in vivo in amebas incubated in the presence of 10 

mM glucose (Saavedra et al. 2007).  The agreement between modeling and 

experimentation allowed validation of the kinetic model as a tool to analyze the pathway 

control distribution.  

The model predicted that the highest flux-control steps corresponded to HK, 

PGAM, glycogen synthesis and PPi synthesis, showing CJ
ai values of 0.73, 0.65, -0.32 

and -0.28, respectively (Table 1); the latter two reactions with negative signs mean that 

they represent branches that drain metabolites from the main pathway (Saavedra et al. 

2007).  The main reason of the high HK control is that it is one of the less abundant 

glycolytic activities/contents in the cell (Table 1); the contribution of AMP and ADP 

competitive inhibition to the HK controlling role was lower because of the high ATP 

concentration present in amebas.  However, it is possible that these metabolites may 

have homeostatic control on the metabolic pathway.  PGAM also exhibited significant 

flux-control because it showed low activity/content in the cell (Table 1).  These main 

controlling roles of HK and PGAM were further validated by in vitro pathway 

reconstitution of the two pathway sections and kinetic modeling (Moreno-Sánchez et al. 

2008a).  This last study allowed identification of new interactions of metabolites different 



to substrates and products for several of the enzymes; for example the inhibitory effect 

of PPi over ALDO, PGAM and ENO and its activation effect over HK.   

Some limitations of the amebal kinetic model (Saavedra et al. 2007) were that it 

did not explicitly include kinetics of glucose transport neither those of the fermentative 

enzymes PFOR, ADHE, and AcCoAS because, at that time, few or no kinetic 

parameters were available for these enzymes.  For GLUT, the values reported by 

Reeves (Serrano and Reeves 1974, Serrano and Reeves 1975) were recalculated and 

used in the model which however were unable to reproduce the metabolite 

concentrations and fluxes found in the cells (Saavedra et al 2007).  This was an 

important inconvenience because it has been demonstrated by kinetic modeling that 

glucose transport has significant control on glycolysis of several biological models 

(reviewed in Moreno-Sánchez et al. 2008b).   

 

5.4 Flux control distribution of amebal glucose fermentation in intact cells 

The CJ
ai of PFOR and ADHE have been recently determined in live amebal 

trophozoites by inhibitor titration, another MCA strategy, using diphenyleniodonium and 

disulfiram as specific inhibitors, respectively.  The analysis was performed in amebas 

subjected to aerobic conditions because PFOR and ADHE are susceptible to inhibition 

by oxidative stress (Ramos-Martínez et al. 2009, Pineda et al. 2010, Pineda et al. 2013).  

The results showed that PFOR has low control on the fluxes to EtOH and acetate 

(CJEtOH/ Jacetate
PFOR < 0.09), whereas ADHE emerged as the main controlling step of both 

fluxes (CJEtOH
ADHE = 0.33 and CJacetate

ADHE = -0.19).  The analysis also indicated 

negligible AcCoAS control on both fluxes (Pineda et al. 2013).   



Another MCA strategy called elasticity analysis (Moreno-Sánchez et al. 2008b) 

can be used to determine the flux control exerted by groups of enzymes/transporters of 

a given pathway in intact cells.  This strategy involves determination of the sensitivity 

(elasticity coefficient) of a group of enzymes to change its rate when a pathway 

metabolite (M) changes its concentration; M can be any measurable pathway 

intermediary in the cell.  To determine the elasticity coefficients, variations in the steady-

state concentration of M are attained, for instance, by gradually increasing the pathway 

precursor supply and by inhibiting the last pathway reactions.  In each experimental 

setting, the M concentration and pathway flux are in parallel determined in the cells to 

calculate the elasticity coefficients of the producer and consumer group of enzymes 

connected through M.  From the elasticity coefficients, the CJ
ai is calculated through the 

connectivity theorem of MCA (for a review see Moreno-Sánchez et al. 2008b).  

Following this strategy and moving along the intermediaries Glu6P, Fru6P and Pyr, it 

was determined that the group constituted by GLUT, HK and glycogen degradation 

controls ~0.75 the glycolytic flux, whereas the group formed by PFOR, ADHE and 

AcCoAs controls 0.15-0.23. (Erika Pineda and Emma Saavedra, manuscript in 

preparation).  These results are in agreement with those obtained by both kinetic 

modeling and inhibitor titration and highlight the relevance of the first segment of the 

glycolytic pathway, along with ADHE, in controlling the glucose catabolism in the 

parasite.   

6. MCA and drug targeting 

Metabolic Control Analysis can be used to identify and validate drug targets in 

metabolic pathways by identifying the most controlling steps as additional criteria to the 



essentiality determined by genetic methods (Hornberg et al. 2007, Saavedra et al. 2007, 

Moreno-Sánchez et al. 2008b, Hübner et al 2011, Moreno-Sánchez et al. 2010, Olin-

Sandoval et al. 2012).  The plot shown in Fig. 2A helps us to understand why the 

majority of gene-silencing experiments identify as essential their targets.  Decreasing by 

more than 80-90% the activity/content of both, controlling and non-controlling steps in a 

metabolic or signaling pathway, results in a significant decrease in the pathway flux or 

function.  Therefore, a convenient drug-target should be an enzyme/protein which needs 

to be just slightly inhibited to significantly decrease the pathway flux (enzyme E1 in Fig. 

2A), i.e. appropriate drug targets should be the components that mainly control the 

pathway function.  

Based on the marked kinetic/genetic differences, the PPi-dependent enzymes 

have long been proposed as targets for drug-development to tackle the energy 

metabolism pathway of amebas.  The results described on the control distribution of E. 

histolytica fermentative glycolysis using different MCA strategies established that PPi-

PFK and PPDK did not exert significant control on the pathway flux and metabolite 

concentrations.  By using kinetic modeling, it was predicted the degree of enzyme 

inhibition required to decrease the amebal glycolytic flux (Fig. 2B) (Saavedra et al. 2007) 

and/or the ATP concentration (data not shown).  As expected from its low control (Table 

1), PPi-PFK and PPDK have to be inhibited by 70% and 92%, respectively, to decrease 

the pathway flux by 50%.  In contrast, a similar pathway flux inhibition can be attained by 

inhibiting HK and PGAM by only 24% and 55 %, respectively (Fig. 2B) (Saavedra et 

al.2007).  Therefore, after determining the essentiality of an enzyme/protein by genetic 

methods, kinetic modeling and MCA can help to prioritize drug targets by identifying the 

main controlling steps in metabolic pathways of parasitic and pathological cells 



(Hornberg et al. 2007, Saavedra et al. 2007, Moreno-Sánchez et al. 2008b, Moreno-

Sánchez et al. 2010, Marín-Hernández et al. 2011, Olin-Sandoval et al. 2012).  On this 

regard, inhibitors against amebal HK have been identified (Saucedo-Mendiola et al. 

2013). 

7. CONCLUSIONS 

 The divergent kinetic properties of the amebal glycolytic-fermentative enzymes 

compared to their human counterparts did not allow envisioning the controlling and 

regulatory mechanisms of this pathway in the parasite.  By applying MCA-designed 

experiments and in silico metabolic modeling, the main controlling steps in amebal 

glycolysis were identified.  HK, glycogen metabolism (and very probably glucose 

transport) are important controlling reactions of the first pathway section whereas PGAM 

and ADHE control the latest stages.  By Increasing the knowledge of the kinetic 

parameters of the enzymes from the most important glycolytic branches together with 

metabolomic studies will advance our understanding of the dynamic of control and 

regulation of the intermediary metabolism in E. histolytica. 
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 Table 1. Kinetic properties of carbohydrate metabolism enzymes from E. 

histolytica   

Enzyme Vmax 
recombinant 
enzymes* 

Vmax in cell 
extracts** 

Kinetic 
parameters***  

CJetoh
enzyme

§ References 

GLUT ND 27-67 
 

Kmgluc : 1600-2500  
Km2-DOG : 40,000  

ND (Serrano and Reeves 1974, 
Serrano and Reeves 1975) 

HK FW: 86-158 
RW: NA 

95 
 

Kmgluc : 25-40 
KmATP: : 77-290 
Ki AMP vs ATP: 0.6-36 
KiADP versus ATP: 36-
235 
Ka PPi: 68-150 

0.73 (Saavedra et al. 2005, 
Saavedra et al. 2007, 
Reeves et al. 1967, 
Kroschewski et al. 2000) 

HPI FW: 392-608 
RW: 182-620 

233 
 

KmGlu6P: 610-750 
Km Fru6P:130-480 
KiEry4P: 5.9 
 

0.08 
 

(Saavedra et al 2005, 
Saavedra et al. 2007, 
Marín-Hernández et al. 
2011) 

PPi-PFK FW: 112-298 
RW: 338-392 
 

213 KmFru6P: 100-695 
Km PPi: 50-380 
Km Fru1,6BP: 109-124 
Km Pi: 1140-2300 

0.13 
 

[(Saavedra et al. 2005, 
Saavedra et al. 2007, 
Reeves et al. 1974, Reeves 
et al. 1976, Deng et al. 
1998) 
 

ATP-PFK ND 1.4 Km Fru6P: 3800 
Km ATP: 120  
 
 

ND 
 

(Saavedra et al. 2007, Chi 
et al. 2001)  

ALDO FW: 15-31 
RW: 29-34 
 

160 
 

KmFru1,6BP: 4-28 
KmGly3P:108-210 
KmDHAP: 105-265 
KiPPi : 210-420 
 

0.09 
 
 

(Saavedra et al. 2005, 
Saavedra et al. 2007, Kalra 
et al. 1969) 
 

TPI FW: 199-284 
RW: 1096-3364 

4366 KmDHAP: 445-1655 
KmGly3P: 320-830 
 

0.003 (Saavedra et al. 2005, 
Saavedra et al.2007, Landa 
et al. 1997)  

GAPDH FW: 13-27 
RW: 36-40 

405 KmGly3P: 59-86 
KmNAD+: 59-83 
 

0.08 (Saavedra et al. 2005, 
Saavedra et al. 2007)  

PGK FW: 279-628 
RW: 62-87 

3182 Km 1,3 BPG: 125-127 
Km GDP: 40-292 
KmADP: 600-3400 
Km3PG: 505-570 
KmGTP: 61-75 
KmATP: 1840-3000 
 

0.04 (Saavedra et al. 2005, 
Saavedra et al. 2007, 
Reeves  and South 1974, 
Encalada et al. 2009)  

PGAM FW: 53-42 
RW: 6-13 

116 Km3PG: 500-840 
Km2PG: 66-106 
KiPPi : 173-660 
 

0.65 (Saavedra et al. 2005, 
Saavedra et al. 2007)  
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ENO FW: 89-103 
RW: 26-33 

508 Km2PG: 55-60 
KmPEP:63-102 
KiPPi : 137-280 
Ki3PG : 460-610 
 
 

0.08 (Saavedra et al. 2005, 
Saavedra et al. 2007)  

PPDK FW: 8-12 
RW: 1.5-2.3 

304 KmPEP: 20-30 
KmAMP: 2-20 
KmPPi: 91-470 
KmPyr:68-305 
KmATP: 284 
 

0.0009 (Saavedra et al. 2005, 
Saavedra et al. 2007, 
Reeves 1968, Saavedra-
Lira et al. 1998)  

PYK ND 28 KmPEP: 18-25  
KmADP: 210- 1050 
 

ND (Saavedra et al. 2007, 
Saavedra et al. 2004)  
 

PFOR ND 1080-1145 
 

KmPyr:1500-3500 
KmCoA: 6-13 
Kiacetyl-CoA: 24-36 
IC50 oxygen : 34 
IC50 H2O2 : 6-35 
 

0.09 (Pineda et al. 2010, Pineda 
et al. 2013)  

ADHE FwALDH:230 
Fw:ADH: 500 

ALDH: 75-
93 
ADH: 469 

Kmacetyl-CoA: 15-40 
Kmacetaldehyde: 150-
230 
KmNADH: 150-280 
KmEtOH: 85000 
KmNAD+: 150,  550 
 

0.33 (Pineda et al. 2010, Pineda 
et al. 2013,  , Espinosa et 
al. 2001, Bruchhaus and 
Tanich 1994, Yong et al. 
1996) 

Ac-CoAS ND 176-254 Kmacetyl-CoA: 120 <0.05 (Pineda et al. 2010, Pineda 
et al. 2013) 

AcK FW: 800 60 Kmacetyl-P: 20-70   
KmPi : 2200-2600 

ND (Reeves and Guthrie 1975, , 
this group) 

*Vmax in the forward (Fw) and reverse (RW) reaction in μmoles/min x mg protein.  ** Vmax of 
the Fw reaction in nmoles/min x mg cell protein where determined at pH 6.0 in cytosol-
enriched cell fractions [8] except for GLUT which was determined in whole cells (Serrano and 
Reeves 1974, Serrano and Reeves 1975).  *** values in μM.  § Flux control coefficient (CJ

ai) 
over etOH flux reported in (Saavedra et al. 2005, Pineda et al. 2013), . ND, not determined.  
NA, not applicable. Full name of enzymes are described in legend to Fig. 1 
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Figure legends 

Fig. 1 Glucose metabolism in Entamoeba histolytica 

The main end-product of glucose metabolism is EtOH indicated with a thick arrow; 

acetate flux represents only 10% of the EtOH flux (thin arrow).  Main branches of the 

fermentative pathway are marked in different colors.  Abbreviation are: AcCoAS, 

acetyl-CoA synthetase (ADP-forming); AcK, acetate kinase (PPi forming); ADHE, 

bifunctional aldehyde:alcohol dehydrogenase; ALDO, fructose-1,6 bisphosphate 

aldolase; ATP-PFK, ATP-dependent phosphofructokinase; ENO, enolase; 

Fd:NAD+OR, ferredoxin:NAD+ oxidoreductase; GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase; Gln, glutamine; Glu, glutamate; GN6PI, glucosamine-6-phosphate 

isomerase; GS, glycogen synthase; GP, glycogen phosphorylase;HK, hexokinase; 

HPI, hexose-6-phosphate isomerase; MDH, malate dehydrogenase; ME, malic 

enzyme; PEPCT, phosphoenolpyruvate carboxytransphosphorylase; PFOR, 

pyruvate:ferredoxin oxidoreductase; PGK, 3-phosphoglycerate kinase; PGAM, 3-

phosphoglycerate mutase; PGM, phosphoglucomutase; PPDK, pyruvate phosphate 

dikinase; PPi-PFK, PPi-dependent phosphofructokinase; PYK, pyruvate kinase; UDP-

GlucPPiase, UDP-glucose pyrophosphorylase; TK, transketolase; TPI, 

triosephosphate isomerase; UDP-Gluc, UDP-glucose; Xylu5P, xylulose-5-phosphate.  

Dashed arrows indicate enzymes present in amebas whose contribution to the 

pathway fluxes are unknown.  Dotted arrow indicates that the gene encoding PEPCT 

has not been identified.  

 

Fig. 2 MCA and drug targeting 

Fig. 2A Flux control coefficient distribution for a two-steps pathway 

The plots represent how the pathway flux can change by varying the activity of the 

pathway enzymes.  The CJ
ai for each enzyme is equal to the slope of the tangent of 

the experimental points closer to the reference value of 100%.  In this example, 

enzyme 1 has a CJ
ai close to 1 whereas enzyme 2 has negligible control.  

 

Fig. 2B In silico titration of amebal glycolytic enzymes and its effect on the pahtway 

flux. Inhibition of the most controlling pathway enzymes (HK and PGAM) have more 

effects on the flux than inhibiton of low controlling enzymes (PPi-PFK and PPDK). 
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Conclusiones generales del artículo de revisión:  

 En la revisión bibliográfica se analizó el metabolismo de la glucosa en E. 

histolytica, haciendo especial énfasis en la glucólisis del parásito.  

 De acuerdo con esta revisión, el metabolismo intermediario amibiano es un 

buen campo de estudio en la búsqueda de nuevos blancos para el diseño de 

fármacos. En este sentido, para el caso de la glucólisis amibiana se han propuesto a 

las enzimas dependientes de pirofosfato, PPi-PFK y PPDK, como candidatos 

terapéuticos, debido a que estas enzimas no se encuentran en las células del 

hospedero.  Para la PPi-PFK se ensayaron compuestos análogos al PPi como 

inhibidores (Bruchhaus et al, 1996).  Desafortunadamente, las concentraciones en 

las que se afectó el crecimiento amibiano estuvieron entre decenas de micromolar 

hasta milimolar; con estas concentraciones tan elevadas no se puede descartar que 

el compuesto tenga otros blancos metabólicos dentro del parásito.  

 Este tipo de aproximaciones, en las que se busca que al inhibir una sola 

enzima de una vía metabólica se afecte significativamente el flujo a través de la 

misma, obedece al concepto de que existe una sola “etapa limitante” en las vías 

metabólicas.  En la actualidad esta forma de visualizar el control del metabolismo ha 

cambiado gracias al Análisis de Control Metabólico (MCA, por sus siglas en inglés) 

cuyos fundamentos se han revisado recientemente (Fell, 1997; Moreno-Sánchez et 

al, 2008; Nelson y Cox, 2008). 

A través del MCA se puede determinar de manera cuantitativa la contribución 

al control del flujo de la vía de cada una de las enzimas de una vía metabólica. 

Haciendo uso de las estrategias de control metabólico se determinó casi en su 

totalidad la distribución de control de la glucólisis amibiana. Con esta aproximación 

se determinó que los principales puntos de control son la HK y la PGAM, y que para 

inhibir en 50% el flujo se necesita inhibir el 24% de la actividad de la HK o 55% a la 

PGAM, o el 18 % de ambas enzimas a la par. Con todo lo anterior se resalta la 

importancia de la determinación cuantitativa de la contribución al control del flujo de 

cada una de las enzimas de una vía metabólica.  
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 No obstante el esfuerzo que se hizo en la construcción del modelo cinético de 

la glucólisis de E. histolytica, aún queda mucho trabajo por hacer para  comprender 

más a fondo la manera como el metabolismo intermediario del parásito es regulado.  
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1.4. Breve descripción de la piruvato:ferredoxina oxidoreductasa 

 

 La PFOR es la enzima encargada de descarboxilar oxidativamente al piruvato 

y unirle una molécula de coenzima A para generar acetil-CoA. Durante esta reacción, 

los dos electrones, producto de la oxidación del piruvato, se transfieren a dos 

moléculas de ferredoxina oxidadas.  La PFOR se encuentra en organismos 

microaerofílicos tales como Trichomonas vaginalis, Clostridium acidi-urici y E. 

histolytica, entre otros (Uyeda et al, 1977; Reeves, 1974). 

 La PFOR contiene tres centros fierro- azufre (Fe-S) del tipo 4-4 (Fig. 1.5) a 

través de los cuales se transfieren los electrones desde el sitio de unión al piruvato 

hasta la zona de reconocimiento de la ferredoxina. Estos centros se encuentran entre 

sí a una distancia menor de 15 Å, lo que permite la transferencia de electrones entre 

ellos (Charon et al, 1999)].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.5. Estructura de los centros 4Fe-4S y efecto del oxígeno sobre su estabilidad. 

 Tomado de Pan e Imlay (2001). 

 

 Debido a la naturaleza óxido-reductora de los centros Fe-S, estos son muy 

sensibles a desestabilizarse por oxígeno. Lo que se ha propuesto es que cuando el 

gas entra en contacto con el centro Fe-S, extrae un electrón del Fe, haciendo que el 

centro cambie su estado de oxidación de [4Fe-4S]2+ a [4Fe-4S]3+; este cambio lo 



64 

 

vuelve inestable, haciendo que se libere una molécula de Fe2+, convirtiéndose en 

[3Fe-4S]1+ ,  lo que provoca que el centro sea inactivo para llevar a cabo reacciones 

de óxido-reducción (Jang e Imlay 2007).  Un efecto oxidativo similar ocurre con las 

especies reactivas de oxígeno como el superóxido (O2
-) o el agua oxigenada (H2O2). 

 Las enzimas que contienen centros Fe-S son inhibidas fuertemente por 

oxígeno y EROs. La sensibilidad a la inactivación depende del tipo de centro Fe-S 

del que se trate, siendo los más sensibles los tipo 4-4 (Brzóska et al 2006) y de qué 

tan expuesto se encuentre el centro dentro de la estructura de la proteína. En el caso 

de la PFOR, en casi todos los organismos que la contienen, la enzima es altamente 

inhibida por EROs, por lo que está presente principalmente en organismos 

anaerobios y microaerofílicos. De manera interesante, la PFOR de la bacteria 

Desulfovibrio africanus es insensible a la inactivación por O2  debido a que la enzima 

posee una secuencia extra en el extremo carboxilo que protege al centro Fe-S más 

próximo al exterior de la proteína, lo que bloquea el acceso del oxígeno. Cuando se 

eliminó esta secuencia por mutagénesis dirigida, la enzima se volvió sensible a la 

inactivación por O2 (Pieulle et al, 1995). 

 

1.4.1 Antecedentes de la PFOR de E. histolytica 

 

 En los años 70s, Reeves reportó la existencia en E. histolytica es una enzima 

capaz de generar acetil-CoA a partir de piruvato y CoA, a la cual nombró piruvato 

sintasa (Reeves et al, 1977). Determinó una velocidad máxima en extractos 

amibianos de 1.1 U/mg de proteína celular, demostró que la enzima no podía utilizar 

NAD+ o NADP+ como aceptores de electrones y que la enzima era rápidamente 

inactivada por aire. 

 La clonación del gen que codifica para la EhPFOR se reportó en 1996 

(Rodríguez et al, 1996). El gen es de 3.4 kilopares de bases y en el análisis de la 

secuencia de aminoácidos que codifica, se encontró la secuencia para tres centros 

Fe-S del tipo 4-4. Por inmunodetección se estableció que la enzima se encuentra 
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asociada a la membrana celular (Rodríguez et al, 1998). Recientemente, la 

secuencia del genoma de E. histolytica (Clark et al, 2007) indicó que existen 2 genes 

que codifican para la PFOR; las diferencias entre las secuencias son menores al 

10%.  Por otro lado, existen 7 genes para ferredoxinas cuyas secuencias de amino 

ácidos tienen similitud con las secuencias de ferredoxinas de arqueas y eubacterias.  

 Recientemente, reportamos que al incubar amibas en condiciones 

suprafisiológicas de oxígeno (0.62 mM de oxígeno) por 30 min, se acumularon los 

intermediarios glucolíticos G6P, fructosa-6-fosfato (F6P) y piruvato, y disminuyó la 

producción de etanol y parcialmente la concentración de ATP. A la par de estos 

cambios en el flujo de la glucólisis, se observó una disminución del 90% en la 

actividad de la PFOR (Ramos-Martínez et al, 2009). Resultados muy similares se han 

reportado al exponer cultivos amibianos a estrés oxidativo generado por H2O2 o 

paraquat por hasta 12 h, en esta condición se acumularon los intermediarios 

glucolíticos, principalmente las hexosas fosfato y el piruvato, se disminuyó en 50% el 

contenido de ATP y la producción de etanol; a la par de estos cambios en las 

concentraciones de metabolitos se observó la disminución del 80% de la actividad de 

PFOR, seguida por la inhibición de la PGAM y la ADHE (Husain el at, 2012).  

 Finalmente, en experimentos recientes en colaboración con un grupo de 

investigación del Hospital General de México, en los que se trató de dilucidar los 

mecanismos moleculares involucrados en la capacidad de invasión y formación de 

absceso hepático en diferentes cepas de amibas, se estableció que E. dispar y la 

cepa no virulenta de E. histolytica tienen una menor capacidad de desintoxicar las 

EROs, comparada con la cepa virulenta de E. histolytica (Santos y Olivos-García, 

manuscrito en preparación). En todos los casos, la actividad de PFOR se inhibió 

drásticamente al exponer las células a estrés oxidativo, pero de manera relevante, 

solamente en la cepa infectiva la inhibición de esta enzima fue reversible.  Estas 

observaciones indicaron que en amibas, la PFOR era uno de los principales blancos 

del estrés oxidativo generado durante el reto con oxígeno.   

 De estos antecedentes experimentales surgió la hipótesis de que la inhibición 

de la PFOR podría tener un papel relevante en el metabolismo energético cuando las 
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amibas se encuentren en condiciones aeróbicas durante la invasión a los tejidos del 

hospedero y al enfrentarse a la respuesta inmune, en donde los macrófagos 

producen especies reactivas para combatir la enfermedad.  La predicción fue que en 

amibas expuestas a condiciones aeróbicas, la posible inhibición de la PFOR por las 

EROs generadas podría hacer que la enzima controlara de manera importante el 

flujo de la vía metabólica. Por lo tanto, esta tesis se enfocó en determinar  

experimentalmente el coeficiente de control que tiene la PFOR sobre el flujo de la 

glucólisis del parásito en condiciones aeróbicas.  Esto nos permitiría evaluar el 

posible papel de esta enzima en el control del flujo glucolítico en condiciones que 

podrían representar estrés oxidante al parásito. La aplicación de estrategias 

cuantitativas para determinar los mecanismos de control de las vías metabólicas 

como el MCA nos permitiría dilucidar el papel controlador de la PFOR. A 

continuación se describen los fundamentos del análisis de control metabólico.   

 

1.5. Introducción al Análisis de Control Metabólico 

 

 El MCA permite determinar cuantitativamente el grado de control que cada 

una de las enzimas de una vía metabólica ejerce sobre el flujo y la concentración de 

intermediarios.  A través del MCA se ha demostrado que el control de una vía 

metabólica no reside en una sola enzima o transportador (el “rate limiting step” que 

se menciona en los libros de texto de Bioquímica), sino que el control está distribuido 

en diferentes grados entre todas las enzimas que la conforman (Fell, 1997; Moreno-

Sánchez et al, 2008).  

 El MCA permite establecer la estructura de control de una vía metabólica, la 

cual está descrita por el coeficiente de control de flujo (𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽  ), el coeficiente de control 

de concentración (𝐶𝑎𝐸𝑖
𝑋 ) y por los coeficientes de elasticidad (𝜀𝑋

𝑎𝐸𝑖) de cada una de las 

enzimas. El 𝐶𝑎𝑖
𝐽  se puede definir como el porcentaje de control que ejerce la actividad 

(a) de una enzima i (Ei) sobre el flujo metabólico J. Formalmente se define con la 

siguiente ecuación:  
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                      𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

= 
𝛿𝐽

𝛿𝑎𝐸𝑖
 . 

𝑎𝐸𝑖0

𝐽0
                 (Ecuación 1) 

en donde se describe la variación en el flujo de la vía metabólica cuando se realizan 

cambios infinitesimales en la actividad de la enzima i (δJ δaEi).  Para que el 

coeficiente de control sea un valor adimensional, se multiplica por el factor escalar 

(aEi0/J0 ) el cual corresponde a la actividad de la enzima y el flujo de la vía en 

condiciones basales, esto es, sin haber sido manipulados. La suma de los 

coeficientes de control de flujo de todas las enzimas y transportadores de una vía 

metabólica debe ser igual a 1 (teorema de la sumatoria) (Fell, 1997; Moreno-Sánchez 

et al, 2008) 

 De acuerdo con la ecuación 1, cuando se varía la velocidad de una enzima o 

transportador y esto induce una variación proporcional en el flujo de la vía, dicha 

enzima tiene un alto coeficiente de control (cercano a 1); al contrario, cuando la 

variación en la velocidad de una enzima modifica poco el flujo de la vía, la enzima 

tiene un coeficiente de control bajo (Moreno-Sánchez et al 2008). Esto se ilustra en la 

Fig 1.6, donde se muestran la respuesta del flujo de la vía metabólica al variar la 

actividad de la enzima con diferentes valores de 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽 .  
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Figura 1.6. Dependencia del flujo con la variación en la actividad de enzimas con diferentes 
coeficientes de control de flujo. El CJ

aEi se calcula en el punto de Jo, aEio.  Modificado de Moreno-
Sánchez el at 2008. 
 

1.5.1 Estrategias experimentales para determinar los coeficientes de control de las 

enzimas de una vía metabólica 

 

 Para determinar el 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽   se requiere hacer variaciones graduales en la 

actividad de una enzima (sin alterar la actividad del resto de las enzimas de la vía) y 

medir en paralelo los cambios en el flujo metabólico. Estos datos se normalizan en 

porcentaje y con ellos se construye la gráfica como la que se presenta en la Fig. 1.6 

y se calcula la pendiente de la recta tangente (o la derivada) en el punto de 

referencia ai0/J0;  este valor corresponde al 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

.  

 Se han diseñado diferentes estrategias experimentales para determinar los 

𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽  de cada una de las enzimas de una vía y por lo tanto conocer la estructura de 

control de una vía metabólica; una de ellas es la titulación con inhibidores 

específicos. Se fundamenta en la utilización de inhibidores enzimáticos altamente 

específicos para titular la actividad de la enzima de interés.  Si el inhibidor afecta a 
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una enzima con 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽  alto, provocará una inhibición inmediata en el flujo de la vía a 

bajas concentraciones del inhibidor y el patrón de inhibición de la curva de flujo 

versus concentración de inhibidor sería del tipo de decaimiento exponencial (Fig. 

1.7).  Por otro lado, si la enzima tiene un 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽  bajo, se necesitará inhibirla en mayor 

proporción para verse afectado el flujo, en cuyo caso el patrón de inhibición del flujo 

será de una hipérbola invertida (Fig. 1.7) (Moreno-Sánchez et al, 2008). 

0 50 100

0

50

100

%
 J

% Inhibidor

 

 

Fig. 1.7. Determinación experimental del 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

 por titulación con inhibidores específicos. En línea 

continua se ejemplifica una enzima con alto 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽  , en la cual a bajas concentraciones de inhibidor se 

afecta el flujo significativamente, por otro lado en línea punteada se muestra una enzima con bajo 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽 , 

la cual se debe inhibir en mayor proporción para observar la disminución en el flujo observándose un 

plató a bajas concentraciones del inhibidor.  

  

 Esta estrategia de titulación de la actividad con inhibidores se empezó a 

utilizar a finales de los años 70s para estudiar el control de la gluconeogénesis en 

hepatocitos de rata (Groen et al, 1986). Sin embargo, uno de los inconvenientes más 

grandes de esta estrategia experimental es la falta de inhibidores específicos para 

cada una de las enzimas de vías metabólicas como la glucólisis.  Sin embargo, esta 
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estrategia fue muy útil para determinar la estructura de control de la fosforilación 

oxidativa en células de mamífero debido a que existen inhibidores altamente 

selectivos para cada componente de la cadena respiratoria y el sistema fosforilante 

(Moreno-Sánchez R et al 2008)-. 

 Otra estrategia utilizada en el MCA para establecer la estructura de control de 

una vía metabólica es el análisis de elasticidades. Brevemente, el coeficiente de 

elasticidad (𝜀𝑋
𝑎𝐸𝑖) se define como un valor numérico adimensional que representa la 

variación en la actividad (a) de una enzima, transportador o un grupo de estos (Ei) en 

función de la variación en la concentración de uno de sus ligandos (X) (Moreno-

Sánchez, et al 2008). Los coeficientes de elasticidad tienen valores positivos para 

aquellos metabolitos que aumentan la velocidad de la enzima (sustratos o 

activadores) y negativos para aquellos metabolitos que la disminuyen (productos de 

la reacción o inhibidores). Una enzima que se encuentre trabajando cerca de su 

saturación por sustrato o producto, no será sensible a variaciones en la 

concentración de su ligando, y por lo tanto su elasticidad será cercana a cero; en 

contraste una enzima que se encuentre trabajando a concentraciones de ligando 

alejadas a la saturación, una pequeña variación de X modificará su velocidad y por lo 

tanto su elasticidad será cercana a 1.  Existe una relación inversa entre el 𝜀𝑋
𝑎𝐸𝑖 y el 

𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

. Aquellas enzimas con baja elasticidad tendrán un coeficiente de control de flujo 

alto en la vía metabólica y viceversa, aquellas enzimas que posean una alta 

elasticidad no ejercerán un control elevado en la vía.  

 Para determinar experimentalmente los coeficientes de elasticidad lo que se 

hace es dividir la vía metabólica en función a un metabolito común (X); en un grupo 

de experimentos se varía la concentración del sustrato inicial de la vía (S0) para 

variar la concentración de X y en paralelo se mide el flujo de la vía y se grafica como 

se muestra en la Fig 1.8. La pendiente en el punto de interés (Xo, Jo),  de los datos 

normalizados en porcentaje, es el coeficiente de elasticidad del bloque consumidor 

de X ya que se mide la respuesta de las reacciones que consumen el sustrato X.  En 

otro grupo de experimentos se inhibe alguna de las enzimas posteriores al metabolito 

X para hacer que se acumule y se mide en paralelo el flujo de la vía.  De esta gráfica 
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se obtiene la elasticidad del bloque productor de X ya que la acumulación de este 

metabolito hará que disminuya la velocidad de las reacciones que lo sintetizan 

debido a que es su producto.  El análisis de elasticidades se explica con mayor 

detalle en el capítulo 5 de esta tesis.   

 

 

50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150

40

50

60

70

80

90

100

%
 F

lu
jo

% X

So [Inhibidor]

  

Fig. 1.8. Determinación  experimental del análisis de elasticidades. 

 

1.6. Distribución de control de la glucólisis amibiana 

 

 Nuestro grupo de trabajo reportó la construcción de un modelo cinético para 

determinar la estructura de control de la glucólisis amibiana (Saavedra et al, 2007). 

Para la construcción de este modelo se caracterizaron cinéticamente  diez enzimas 

glucolíticas amibianas, de la HK a la PPDK (Fig. 1.4). La caracterización cinética se 

realizó para todas las enzimas en las mismas condiciones de pH y temperatura, las 

cuales fueron cercanas a las fisiológicas, además de que se determinaron los valores 

de Vmax de las enzimas en los parásitos.  Con estos datos se construyó un modelo 
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computacional de la glucólisis amibiana utilizando un programa de simulación de vías 

metabólicas.  El modelo se depuró y se validó cuando pudo predecir las 

concentraciones de metabolitos y los flujos metabólicos determinados en parásitos.  

 Desafortunadamente, para la construcción del modelo no se contaba con 

información de las características cinéticas de las enzimas que transforman el 

piruvato a etanol, esto es, la PFOR y la alcohol deshidrogenasa bifuncional (ADHE).  

Las predicciones del modelo fueron que la reacción conjunta PFOR-ADHE tenía un 

𝐶𝑎𝑖
𝐽

 de 0.001, el cual podría subestimar el control de estas enzimas debido a la falta 

de parámetros cinéticos con el que se incluyeron en esta primera versión del modelo 

cinético. Además, para ese modelo no se consideró que la PFOR podría estar 

inhibida en las condiciones aeróbicas en las que se hicieron las mediciones de flujos 

y concentraciones de intermediarios. Debido a que el estrés oxidativo que se produce 

al someter a los parásitos a condiciones aeróbicas inhibe fuertemente a la PFOR, 

esta enzima podría representar un punto de control importante del flujo glucolítico.  
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CAPÍTULO 2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, HIPÓTESIS Y 

OBJETIVOS 

2.1 Planteamiento del problema 

 

 La glucólisis es la principal vía metabólica para producir ATP en E. histolytica. 

La inhibición de alguna de las enzimas glucolíticas podría ser una estrategia 

terapéutica alternativa.  Por lo tanto, sería altamente conveniente identificar la(s) 

enzima(s) o reacciones que controlan de manera relevante el flujo de esta vía. 

 La EhPFOR es un blanco importante del estrés oxidativo en amibas expuestas 

a concentraciones suprafisiológicas de O2 (0. 62 mM) donde se observa un 90% de 

inhibición de la actividad de la enzima.  Asimismo, en los trofozoítos sometidos a 

estas condiciones se observó un decremento en el flujo glucolítico  de 20 % y una 

disminución en el ATP (30 %) (Ramos-Martínez et al,  2009).  Esto hizo suponer que 

la actividad de la PFOR estaba lo suficientemente inhibida para representar un punto 

de control del flujo glucolítico del parásito.   

 Por otro lado, dentro de nuestro grupo de trabajo se empezó a evaluar la 

estructura de control de la glucólisis amibiana a través de modelado cinético de la vía 

metabólica (Saavedra et al, 2007).  Sin embargo, debido a la falta de información 

cinética para la PFOR, su ecuación se incluyó sin detalles cinéticos lo que pudo traer 

como consecuencia la subestimación de su coeficiente de control del flujo. Asimismo, 

no se consideró el posible efecto inhibidor sobre la PFOR que tiene la exposición a 

condiciones aeróbicas del parásito. 

 Por lo tanto, en esta tesis se analizó el posible papel controlador de la 

EhPFOR en el metabolismo energético de E. histolytica a través de la determinación 

experimental de su coeficiente de control sobre el flujo glucolítico.  

 Si la PFOR tiene un papel preponderante en el metabolismo energético del 

parásito y debido a que la enzima no se encuentra en el hospedero, podría ser un 

sitio de interés terapéutico para el diseño de fármacos que inhiban su actividad como 

un posible tratamiento alternativo de la amibiasis. 
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2.2. Hipótesis 

 

Debido a que la EhPFOR se inhibe fuertemente por oxígeno, esta enzima puede 

representar un punto de control importante en la glucólisis de amiba cuando el 

parásito se expone a condiciones aerobias.  

 

2.3. Objetivo general 

 

Determinar el coeficiente de control que tiene la EhPFOR sobre el flujo de la 

glucólisis en E. histolytica en condiciones aeróbicas. 

 

2.4. Objetivos particulares 

 

1. Diseñar un protocolo de medición de la actividad de PFOR en extractos 

celulares del parásito en condiciones controladas de oxígeno. 

2. Caracterizar cinéticamente a la enzima. 

3. Determinar los mecanismos de inactivación de la enzima por oxígeno  

4. Evaluar la cinética de inactivación de la PFOR en trofozoítos y analizar el 

impacto de su inhibición en el flujo glucolítico.  

5.  Determinar el coeficiente de control sobre el flujo glucolítico de la EhPFOR 

utilizando la estrategia de titulación con inhibidores. 

6. Determinar la distribución de control de la vía metabólica a través de análisis 

de elasticidades usando células completas del parásito. 

7. Comparar los coeficientes de control de la PFOR obtenidos por ambas 

estrategias.  
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CAPÍTULO 3. CARACTERIZACIÓN CINÉTICA DE LA PFOR, 

MECANISMO DE INHIBICIÓN POR O2 in vitro Y SU RELEVANCIA in 

vivo 

 

 Debido a la poca información sobre las características cinéticas de la 

EhPFOR, la primera parte de mi proyecto de tesis se enfocó en desarrollar un 

protocolo de medición de la actividad de PFOR y caracterizar cinéticamente a la 

enzima en extractos amibianos en condiciones de oxígeno controladas. Una vez que 

se caracterizó cinéticamente a la enzima, se realizó el estudio de los mecanismos de 

inactivación por oxígeno y EROs de la enzima en el extracto.  Por último, se 

determinó el efecto que tiene la inhibición de la PFOR sobre el metabolismo 

energético en amibas completas.  

 Los resultados obtenidos para este capítulo se publicaron en el artículo  

Pyruvate:ferredoxin oxidoreductase and bifunctional aldehyde-alcohol 
dehydrogenase are essential for energy metabolism under oxidative stress in 
Entamoeba histolytica.  

Pineda E, Encalada R, Rodríguez-Zavala JS, Olivos-García A, Moreno-Sánchez R, 
Saavedra E. FEBS Journal. 2010.  277(16):3382-95.  

FEBS J factor de impacto 2012= 4.25. Ranking: 2012: 74/290 (Biochemistry & 
Molecular Biology) 

 En la figura 3.1 se muestran los tres principales aspectos que se 

evaluaron en esta parte del estudio y posteriormente se hace un breve resumen de la 

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL y los RESULTADOS PRINCIPALES y su 

discusión. 
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Fig. 3.1. Estrategia experimental  
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3.1. Caracterización cinética de la EhPFOR en extractos celulares en condiciones 

controladas de oxígeno 

 

 Debido a la poca información que existía en la literatura sobre la PFOR 

amibiana, el primer objetivo fue caracterizar cinéticamente a esta enzima en 

extractos amibianos en condiciones de pH y temperatura que estén cercanas a las 

fisiológicas (pH 6 y 7; 37oC).  

 La estrategia experimental fue cosechar y lavar los trofozoítos amibianos con 

PBS a 4°C, la pastilla celular se resuspendió en un volumen igual de solución de lisis 

(100 mM KH2PO4 previamente gaseado con N2, 25 mM β-mercaptoetanol, 1 mM 

PMSF, 5 mM EDTA y 1% Tritón X-100). Las células se rompieron por tres ciclos de 

congelación en N2 líquido y descongelación a 37 °C. El lisado se centrifugó a 21,000 

g por 10 min, se recuperó la fracción soluble para almacenarla a -20 °C. Todo el 

procedimiento se realizó en una atmósfera de N2.  

 La caracterización cinética de la EhPFOR se realizó en un ensayo que 

contenía  100 mM Na2HPO4 pH 7.4, 0.25 mM azul de nitrotetrazolio (NBT) (o 2 mM 

de metilviológeno para los ensayos a pH 6.0 y 7.0), 2-6 µg de proteína de la fracción 

soluble del  extracto amibiano y 10 mM de piruvato. La reacción se inició adicionando 

0.1 mM CoA. Se monitoreó la reducción del NBT a 560 nm o del metilviológeno a 604 

nm en un espectrofotómetro (Shimadzu; Kioto, Japón), en cada trazo se restó la 

actividad basal (actividad en ausencia de alguno de los sustratos de PFOR).  En el 

ensayo se aseguró que la actividad fuera linealmente dependiente de la cantidad de 

proteína. Este ensayo también se realizó en una atmósfera de N2. 

 Los resultados de la caracterización cinética se muestran en la Tabla 3.1. 

Atendiendo a sus eficiencias catalíticas (Vmax/Km) la EhPFOR es más eficiente a pH 

7.0 que a 6.0.  La enzima no utiliza NADP+ o NAD+ como aceptor de electrones, lo 

que coincide con lo reportado para la PFOR de otros organismos.  Además del 

piruvato, la enzima puede utilizar con mucha menor afinidad a otros α-cetoácidos 

como sustratos, como el oxaloacetato (OAA) y el α-cetobutirato (α-KB), con valores 
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de Km 4 -8 veces mayores al del piruvato.  El α-cetoglutarato (α-KG) no es sustrato 

de la enzima.  Estos resultados sugieren que en E. histolytica los oxoácidos 

derivados de la degradación de aminoácidos no pueden servir como sustratos 

oxidables para la PFOR para obtener ATP por la reacción de la AcCoAS, como se ha 

propuesto a partir del análisis del contenido de genes del genoma del parásito (Clark 

et al 2007). 

 La acetil-CoA, producto de la reacción, es un inhibidor de tipo competitivo con 

respecto a la CoA, con valores de Ki entre 20 y 40 μM. La concentración de acetil-

CoA determinada por nuestro grupo de trabajo es 20-40 veces mayor al valor de Ki 

de la PFOR por este sustrato (0.9 mM de acetil-CoA y 0.4 mM de CoA, Citlali 

Vázquez Martínez, tesis de Licenciatura), esto sugiere que in vivo la enzima puede 

estar parcialmente inhibida por acetil-CoA.  
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Tabla 3.1. Caracterización cinética  de la EhPFOR en extractos a 37 °C.  

 

Vmax en μmoles/min x mg de proteína, Km en mM. Los números en paréntesis indican el 

número de extractos amibianos independientes ensayados. *IC50 a 4 h de exposición, **IC50 

a 1 h y 30 min, respectivamente. α- KB: α- cetobutirato, α-KG: α- cetoglutarato. 

 

3.2. Mecanismos de inhibición de la PFOR por oxígeno  

 

 Se ha descrito que la PFOR de muchos organismos se inhibe fuertemente por 

O2 y EROs, por lo que el siguiente objetivo fue estudiar la inhibición de la EhPFOR 

por oxígeno. 

 En la figura 3.2 se muestran solamente algunos resultados de los publicados 

de la cinética de inactivación por oxígeno.  Como se puede apreciar en el panel A, la 

EhPFOR pierde el 92 ± 6 % de su actividad después de 30 min de incubación en  

PBS saturado con O2 (0.62 mM de O2 a 36 °C y 2240 m sobre el nivel del mar).  Esta 

inactivación se revierte al incubar con 1 mM de Fe2+ y 5 mM de DTT por 30 min (56 ± 

8% de la actividad inicial).  La reactivación fue dependiente del tiempo de exposición 

a O2 (ver Fig 1B del artículo). 

 Como ya se describió anteriormente, las PFORs de bacterias y otros parásitos 

son altamente sensibles a la inactivación por O2 y EROS debido a que contienen 

 pH 6.0   pH 7.0  
 Vmax Km Vmax/Km  Vmax Km 

 
Vmax/Km 

Sustratos  
Piruvato 0.9 ± 0.3 (4) 3.5 (2) 0.26  1.3 ± 0.2 (6) 1.5 (2) 0.87 
CoA  0.013 

(2) 
   0.006 (2) 

 
 

OAA 0.6 14 0.04  1.0 11.5 0.09 
α-KB 0.8 (2) 10 (2) 0.08  0.9 (2) 13 (2) 0.07 
α-KG ND ND   NA NA 

 
 

Moduladores  
Kiacetyl-CoA vs CoA    0.036  0.024 
IC50 oxígeno 0.034 ± 0.003 (4)* 
IC50 H2O2 0.006, 0.035**  
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centros Fe-S.  Se ha propuesto que el O2 y/o EROS interaccionan directamente con 

estos centros y los oxida (Imlay J, 2006).  Una forma de proteger de la inactivación 

es incubando a la enzima con alguno de sus sustratos y/o productos.  Por lo tanto, se 

incubó al extracto con los sustratos de la PFOR, CoA y piruvato y con su producto 

acetil-CoA a concentraciones cercanas al valor de Km determinado para cada 

sustrato (1 mM piruvato, 0.05 mM acetil-CoA y CoA).  De estos metabolitos, el acetil-

CoA fue el más eficiente en proteger de la inactivación por O2, seguida de la CoA 

(Kinactivación de primer orden: 0.006 min-1 y 0.03 min-1 respectivamente, contra 0.07min-

1 del control).  Al contrario, el piruvato aceleró la inactivación (Kinactivación: 0.12 min-1) 

(Figura 3.2B), lo cual se ha observado para otras descarboxilasas de piruvato que, 

como la PFOR, contienen tiamina pirofosfato en su estructura (Chabrière et al, 1999). 

El mecanismo propuesto para esta inactivación es que el N4’ del anillo de 

aminopiridina de la tiamina pirofosfato extrae un protón del C2 del anillo de tiazol, lo 

que provoca la formación de un radical carbanión que inicia el ataque nucleofílico en 

el carbonilo del piruvato (Tittman K, 2009)  Nosotros hipotetizamos que la fprmación 

del radical libre de la tiamina pirofosfato en presencia de piruvato puede propiciar una 

mayor exposición de los centros Fe-S al medio, lo que incrementaría su 

susceptibilidad a O2 y a EROS..   
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Figura 3.2. Inactivación de la EhPFOR por O2 y EROs.  

A) Cinética de inactivación en condiciones saturantes de O2 (0.62 mM O2).  En el punto indicado  la 
enzima se incubó en presencia de 1 mM Fe2+ y 5 mM DTT.   

B) Protección por los sustratos. El extracto se incubó con O2 en presencia de 1 mM piruvato o 0.05 
mM de acetil-CoA o CoA.  Actividad control (100%) = 1.03 ± 0.17 μmoles/min x mg de proteína. 

 

 Posteriormente se hizo énfasis en determinar qué especie de EROs producida 

en la incubación con O2 era responsable de la inhibición de la PFOR, evaluando el 

efecto protector de las enzimas antioxidantes superóxido dismutasa (SOD) y catalasa 

(Fig. 3.3).  Los resultados indicaron que la SOD protege más del 85% de la actividad 

hasta 60 min de exposición al O2; en contraste, la catalasa protegió un ~30%.  La 
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mezcla de ambas enzimas se comportó de manera similar a lo que ocurre al incubar 

solamente con SOD (Fig. 3.3).   

 Debido a que la catalasa protegió parcialmente de la inactivación, se evaluó la 

inactivación de la PFOR por H2O2 (Fig. 2 del artículo). De acuerdo con los resultados, 

la EhPFOR es fuertemente inhibida por H2O2 de manera dosis dependiente. El valor 

de IC50 fue de 35 µM y 6 µM a 30 min y 1 h de exposición, respectivamente. Al 

incubar el extracto con 50 µM del H2O2 se observó que la enzima se inhibió en 80% a 

50 min de incubación; en esta condición la inactivación era parcialmente reversible, a 

tiempos mayores de exposición  la inactivación fue irreversible. Los sustratos 

piruvato y CoA y el producto acetil-CoA no protegieron del daño causado por 

peróxido de hidrógeno. .  

 

 

Figura 3.3 Efecto protector de las enzimas antioxidantes SOD y catalasa sobre la 
inactivación de la PFOR por O2.  Los extractos amibianos se expusieron a condiciones 
saturantes de oxígeno en presencia o ausencia de 50 U de las enzimas antioxidantes 
indicadas. 
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3.3. Evaluación de la cinética de inactivación de la PFOR in vivo y su impacto en el 

flujo glucolítico 

 

 Previos reportes de nuestro grupo (Ramos-Martínez et al, 2009) indicaban que 

al exponer amibas a un reto suprafisiológico de oxígeno por 30 min se 

incrementaban los niveles de G6P, F6P y piruvato, a la par de una disminución en la 

producción de etanol y ATP, lo que sugería una inhibición de la vía a partir de la 

PFOR.  Por lo tanto, se hizo un análisis completo del  efecto  de la exposición a 

oxígeno sobre la glucólisis en células vivas e intactas de trofozoítos de E. histolytica.   

 Para estos experimentos se incubaron 1 x106 amibas por tubo eppendorf en 1 

mL de  PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4,  2 mM KH2PO4 pH 7.4) 

con 5 mM de glucosa y saturado con O2.  Las muestras se incubaron por 30 min a 37 

°C, en paralelo se incubaron amibas control en PBS normóxico + glucosa. Después 

de la incubación se cosecharon las células y se resuspendieron en PBS normóxico 

suplementado con glucosa, y se regresaron a incubación a 37°C. Durante esta 

incubación se tomaron alícuotas a diferentes tiempos para determinar la actividad de 

PFOR, ADHE y AcCoAS, el contenido de especies reactivas al ácido tiobarbitúrico y 

los flujos hacia etanol y acetato.     

 De todas las enzimas de la glucólisis evaluadas (de la hexocinasa a la PPDK 

además de la acetato tiocinasa, Tabla 2 del artículo), solamente la PFOR y la 

actividad de aldehído deshidrogenasa de la ADHE (ALDH) se encuentran 

fuertemente inhibidas (Fig. 3.4A) con 90% y 68% de inhibición, respectivamente, 

después del reto con oxígeno.  A la par de la disminución en la actividad de estas 

enzimas se observó una disminución en la producción de etanol y el incremento en la 

producción de acetato durante los primeros 90 min después del reto con oxígeno 

(Fig. 3.4B).   

 De manera importante, la actividad de PFOR y de ALDH se recuperaron 

durante la incubación en normoxia (Figura 3.4A), tiempo en el cual se restableció la 

producción de etanol, con la consecuente disminución en la producción de acetato 

(Fig. 3.4B).  No hubo diferencia significativa entre los flujos recuperados  durante la 
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incubación en normoxia y en los flujos determinados en amibas sin exposición a O2 

(2.8 ± 0.2 nmoles de acetato/min x mg de proteína y 15.3 ± 3 nmoles de etanol/min x 

mg de proteína contra 1.9 ± 0.5 nmoles de acetato/min x mg de proteína y 14.4 ± 4.1 

nmoles de etOH/ min x mg de proteína, respectivamente). 

 Estos datos indicaron que no solamente la PFOR, sino también la actividad de 

ADHE, son inhibidas por el estrés oxidante y esto disminuye el flujo glucolítico hacia 

etanol y favorece el de acetato.  Además, los resultados indican que las amibas 

tienen la capacidad de restaurar las actividades de las enzimas inhibidas y recuperar 

los flujos glucolíticos a valores cercanos a los de parásitos no expuestos al estrés. 

Así mismo, este análisis demostró por primera vez, que las amibas expuestas a 

condiciones de aerobiosis (normoxia, 0.23 mM oxígeno) sintetizan preferentemente  

etanol (90%) y que solamente el 10% de del flujo glucolítico se desvía a acetato.  
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Figura 3.4. Efecto de la inactivación de la EhPFOR in vivo 

 Trofozoítos de E. histolytica se incubaron por 30 min en PBS saturado con oxígeno; posteriormente 
se cambió el medio por PBS equilibrado con aire y se incubaron por 180 min. Se tomaron alícuotas a 
diferentes tiempos para medir la actividad remanente de las enzimas y los flujos de la vía. 
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3.4. Artículo: Pyruvate:ferredoxin oxidoreductase and 

bifunctional aldehyde-alcohol dehydrogenase are essential 

for energy metabolism under oxidative stress in Entamoeba 

histolytica. 
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The in vitro Entamoeba histolytica pyruvate:ferredoxin oxidoreductase 

(EhPFOR) kinetic properties and the effect of oxidative stress on glycolytic 

pathway enzymes and fluxes in live trophozoites were evaluated. EhPFOR 

showed a strong preference for pyruvate as substrate over other oxoacids. 

The enzyme was irreversibly inactivated by a long period of saturating O2 

exposure (IC50 0.034 mm), whereas short-term exposure (< 30 min) leading 

to > 90% inhibition allowed for partial restoration by addition of Fe2+. 

CoA and acetyl-CoA prevented, whereas pyruvate exacerbated, inactivation 

induced by short-term saturating O2 exposure. Superoxide dismutase was 

more effective than catalase in preventing the inactivation, indicating that 

reactive oxygen species (ROS) were involved. Hydrogen peroxide caused 

inactivation in an Fe2+-reversible fashion that was not prevented by the 

coenzymes, suggesting different mechanisms of enzyme inactivation by 

ROS. Structural analysis on an EhPFOR 3D model suggested that the pro- 

tection against ROS provided by coenzymes could be attributable to their 

proximity to the Fe–S clusters. After O2 exposure, live parasites displayed 

decreased enzyme activities only for PFOR (90%) and aldehyde dehydroge- 

nase (ALDH; 68%) of the bifunctional aldehyde–alcohol dehydrogenase 

(EhADH2), whereas acetyl-CoA synthetase remained unchanged, explain- 

ing the increased acetate and lowered ethanol fluxes. Remarkably, PFOR 

and ALDH activities were restored after return of the parasites to normoxic 

conditions, which correlated with higher ethanol and lower acetate fluxes. 

These results identified amebal PFOR and ALDH of EhADH2 activities as 

markers of oxidative stress, and outlined their relevance as significant con- 

trolling steps of energy metabolism in parasites subjected to oxidative 

stress. 
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E. Pineda et al. Fermenting enzymes and oxidative stress in Entamoeba 
 

Introduction 

The energy metabolism of Entamoeba histolytica, the 

causal agent of human amebiasis, is less complex than 

in higher organisms [1]. The parasite lacks functional 

mitochondria and has neither tricarboxylic acid cycle 

nor oxidative phosphorylation enzyme activities; thus, 

glycolysis is the main pathway to generate ATP for 

cellular work. Therefore, the glucose catabolism path- 

way enzymes seem to be suitable targets for therapeu- 

tic intervention. 

Glycolysis in this parasite differs in several respects 

from that in the human host.  E. histolytica  contains two 

pyrophosphate-dependent enzymes, PPi-dependent 

phosphofructokinase and  pyruvate phosphate dikinase 

[2–4], which functionally replace the allosterically mod- 

ulated ATP-dependent phosphofructokinase and pyru- 

vate kinase (PYK) activities. The latter two activities 

have also been detected in amebal trophozoites [5,6]; 

however, their low activities most probably do not sig- 

nificantly contribute to glycolytic flux [7]. Amebas con- 

tain a guanine nucleotide-dependent phosphoglycerate 

kinase instead of the adenine nucleotide-dependent 

phosphoglycerate kinase [8,9], and several of their gly- 

colytic enzymes display allosteric modulation by AMP 

and PPi [7,10]. 

Furthermore, pyruvate, the end-product of carbohy- 

drate catabolism  by glycolysis,  is oxidatively  decarb- 

oxylated by pyruvate:ferredoxin oxidoreductase (PFOR) 

[11], instead of the pyruvate dehydrogenase complex 

present in human cells. PFOR transfers the electrons 

produced during pyruvate oxidation to ferredoxin, 

whereas acetyl-CoA is consecutively reduced to 

acetaldehyde and ethanol (under microaerophilic 

conditions), mainly by the activity of a bifunctional 

NADH-dependent aldehyde–alcohol dehydrogenase 

(EhADH2), or to ethanol and acetate (under aerobic 

conditions) by the latter and acetyl-CoA synthetase 

(ADP-forming)  [1,11–13]. 

EhADH2 has been previously studied regarding its 

kinetic properties and its role in fermenting parasite 

metabolism [13–16]. In contrast, amebal PFOR has been 

scarcely studied regarding its kinetic features. Of high 

clinical relevance is the fact that reduced ferre- doxin 

produced in the PFOR reaction is the main elec- tron 

donor for the antiamebic agent  metronidazole and 

derivatives, which, once activated, induce the killing 

of E. histolytica and other PFOR-containing parasites 

[17]. 

An early report on E. histolytica PFOR (EhPFOR) 

by Reeves [11] showed decreased enzyme activity under 

aerobic conditions. Recently, we reported that amebas 

stressed with a supraphysiological concentration of O2 

 

 
displayed high reactive oxygen species (ROS) produc- 

tion and strong PFOR inhibition, which was accompa- 

nied by exacerbated accumulation of glycolytic 

intermediates, particularly pyruvate [18]. This observa- 

tion suggested that EhPFOR inhibition might be of 

physiological relevance  when amebas are exposed  to 

an aerobic environment during invasion of the host 

tissues [19]. Under such conditions, low EhPFOR 

activity could limit  the  glycolytic flux, and the ATP 

supply might therefore be drastically decreased, leading 

to parasite death. Therefore, the aims of the  present work 

were: (a) to determine the main kinetic properties of 

EhPFOR, focusing on O2 exposure and ROS inhibi- tion, 

which has not been previously evaluated in this 

enzyme; and (b) to analyze the effects of oxidative stress 

on glycolytic and fermentative enzymes and pathway 

fluxes in live parasites. 

 

Results 
 
Kinetic characterization of EhPFOR in amebal 

extracts 

PFORs in several anaerobic parasites have been found 

attached to plasma and hydrogenosomal membranes 

[20,21], whereas EhPFOR has been found associated 

with plasma membranes and cytosolic structures [22]. 

Hence, E. histolytica trophozoites were disrupted in the 

absence or presence of several Triton X-100 

concentrations (Table S1). In the presence of 1% deter- 

gent, > 90% of EhPFOR total activity was consis- tently 

recovered in the solubilized fraction. In its absence or 

at lower detergent concentrations, a variable enzyme 

partition was observed between the soluble and insoluble 

fractions, whereas higher detergent concentra- tions 

resulted in a  decrease  in  specific  activity (Table S1). 

EhPFOR activity in solubilized samples was   relatively   

unstable   when   stored   under   N2    at 

)20 ºC, a 50% decrease in activity being seen after 

1 day. However, when the enzyme in the extract was 

stored under the same conditions but in the presence of 

1 mm Fe
2+ 

and 5 mm dithiothreitol, a 50% decrease in 

activity was observed only after 1 week (Fig. S1A). 

EhPFOR showed significant activity in  the  broad pH 

interval from 6 to  8,  with  the  highest  peak  at pH 7.3  

(Fig. S1B).  The  kinetic  parameters  Vmax   and 

Km were determined  in  the  glycolytic  direction  at 37 

ºC with pH values of 6.0 and 7.0, conditions that 

resemble the physiological conditions of the parasites 

in culture (Table 1). No significant variation was 

observed  in  the  Vmax   values  at  either  pH  value,  but 
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Table 1. Kinetic parameters of EhPFOR at 37 ºC. Figures in parentheses indicate numbers of individual amebal extracts assayed. The IC50 

for oxygen was determined at pH 6.0, 7.0 and 7.4; as the values differed by only 10%, they were pooled together. The IC50 values for H2O2 

are at pH 7.4 at 1 h and 30 min, respectively. ND, not detected; NA, not assayed. 
 

 pH 6.0    pH 7.0 

Vmax  [lmolÆmin)1
 

(mg cellular protein))1] 

 

Km (mM) 

 

Vmax ⁄ Km 

 Vmax [lmolÆmin)1
Æ 

(mg cellular protein))1] 

 

Km (mM) 

 

Vmax ⁄ Km 

Substrates        
Pyruvate 0.9 ± 0.3 (4) 3.5 (2) 0.26  1.3 ± 0.2 (6) 1.5 (2) 0.87 

CoA  0.013 (2)    0.006 (2)  
OAA 0.6 14 0.04  1.0 11.5 0.09 

a-KB 0.8 (2) 10 (2) 0.08  0.9 (2) 13 (2) 0.07 

a-KG ND ND   NA NA  

Modulators        
Ki acetyl-CoA versus CoA (mM) 0.036    0.024   
IC50  O2  (mM) 0.034 ± 0.003 (4)       
IC50  H2O2  (mM) 0.006, 0.035       

 

slightly higher affinities were obtained for the sub- 

strates pyruvate and CoA at pH 7.0. EhPFOR activity 

was also able to use other a-ketoacids, such as oxalo- 

acetate (OAA) and a-ketobutyrate (a-KB), although 

with 3.5–8-fold lower affinity and one order of magni- 

tude lower catalytic efficiency (Vmax ⁄ Km) than that for 

pyruvate; a-ketoglutarate (a-KG) was not a substrate 

(Table 1). 

Acetyl-CoA, the product of the PFOR reaction, was 

a competitive inhibitor against CoA (Fig. S2), with a 

Ki value of 0.024–0.036 mm (Table 1). EhPFOR showed 

no activity when using NAD
+ 

or NADP
+ 

as electron 

acceptor, in agreement with the PFOR kinetic properties  

described  for  amebas  and  other  anaerobes 

[11,20,21]. 
 

EhPFOR inhibition by O2 

PFOR inactivation under aerobic conditions has been 

documented for the enzymes from several sources 

[23,24]. The amebal enzyme lost 90% of its initial 

activity after incubation for 1–2 h in room air on ice, 

whereas, under anaerobic conditions (N2-flushed assay 

buffer), the enzyme activity remained constant for at 

least  2 h  (data  not  shown).  On  the   other   hand, 92% 

± 6% of the activity in the soluble fraction was 

lost after  30 min  of  incubation  in  O2-saturated (0.63 

± 0.04 mm O2, at 36 ºC and 2240 m altitude) 

assay buffer (Fig. 1A). Remarkably, 56% ± 8%  of the 

initial activity was restored by a subsequent incu- 

bation with 1 mm Fe2+ under anaerobic (N2 atmo- 

sphere) and reducing conditions (Fig. 1A). Other 

metals, such as Co2+, Cu2+, Mn2+ and Fe3+, or 

anaerobiosis and dithiothreitol alone did not reactivate 

the inhibited enzyme (data not shown). Furthermore, 

exposures to O2 longer than 30 min resulted in a pro- 

gressive decrease in enzyme reactivation by Fe2+ (Fig. 

1B), most probably because of irreversible dam- age. 

The inhibition  observed with O2-saturated buffer 

(first-order inactivation constant; kinac = 0.07 min)1) 

was partially prevented by incubation with CoA (kinac 

= 0.03 min)1) and completely prevented by incubation 

with acetyl-CoA (kinac = 0.006 min)1) (Fig. 1C). On 

the other hand, enzyme inhibition in a high O2 

concentration was enhanced by the presence of 

pyruvate (kinac = 0.12 min
)1
) (Fig. 1C). Thiamine 

diphosphate (TPP) or acetyl-CoA addition did not pre- 

vent the inactivation caused by O2+ pyruvate (data 

not shown). 

The O2 concentration  required for  half-maximal 

inhibition (IC50) of EhPFOR activity was determined. 

First, solubilized fractions were incubated for 30 min 

at different O2 concentrations (see Experimental proce- 

dures and Fig. S3A,B for details) and EhPFOR activ- 

ity was determined. Under these conditions,  an  O2 IC50 

value of 0.15 mm was obtained (Fig. S3B). With longer   

incubation   times   (4 h),   a   lower   IC50     of 

0.034 mm for O2   was determined (Fig. 1D; Table 1). 

In order to rule out enzyme inhibition by the dithionite 

used for O2  titration, amebal samples were incubated 

in N2-saturated  buffer  in  the  absence  or  presence  of 
2 mm  dithionite.  After  4 h  under  these  conditions, 

EhPFOR  activity  was   not   significantly   affected (Fig. 

1D, inset). 

 

EhPFOR inhibition by ROS 

To determine whether superoxide (O-) or hydrogen 

peroxide (H2O2) endogenously generated by the amebal 
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Fig. 1. EhPFOR inactivation by O2 exposure. (A) Kinetics of enzyme inactivation under O2-saturating conditions and reactivation. Aliquots of 

amebal solubilized extracts were incubated in O2-saturated buffer on ice, and samples were withdrawn at different times to determine PFOR 

activity at 37 ºC. For reactivation, the sample was incubated in O2-saturated buffer for 30 min. Then, 1 mM  Fe2+  and 5 mM  dithiothreitol 

were added where indicated, and the sample was kept under an anaerobic atmosphere. (B) Dependency of enzyme reactivation on the time 

of O2 exposure. Aliquots of amebal solubilized extracts were incubated in O2-saturated buffer for the indicated times. Then, a 30 min reacti- 

vation treatment was performed as described in (A), and PFOR activity was determined. (C) Protection by substrates. Amebal solubilized 

extracts were exposed to O2 in the absence or presence of 1 mM pyruvate or 50 lM of CoA or acetyl-CoA. Aliquots were withdrawn at dif- 

ferent times, and PFOR activity was determined. Two-tailed Student’s t-test for nonpaired samples, *P < 0.05 versus O2-exposed sample. 

(D) Determination of the IC50 for O2 after 4 h of incubation. Aliquots of normoxic buffer were added with different amounts of dithionite, 

and the O2 concentration was determined by oxymetry. Then, samples of amebal solubilized extract were incubated in such buffers for 4 h 

on ice, and the remaining enzyme activity was determined. Inset: EhPFOR time stability in N2-saturated buffer in the absence or presence 

of 2 mM dithionite. For (A)–(D), 100% activity was 1.03 ± 0.17 UÆmg)1 protein (n = 5). For each experimental condition, at least three assays 

were performed with different amebal batches. Data for all figures are mean ± SD. 

 
extract during the O2 exposure was involved in EhP- 

FOR inactivation (and hence avoiding the arbitrary 

selection of ROS-testing concentrations), the samples 

were incubated in the O2-saturated assay buffer in the 

absence or in the presence of superoxide dismutase 

(SOD), catalase (Cat) or a combination of the  two. SOD 

was more efficient than Cat in  protecting EhPFOR 

activity from the oxidative damage (Fig. 2A). A similar 

protection pattern (with SOD > Cat) was observed when 

the samples  were  first  incubated  for 10 min in the O2-

saturated buffer and the antioxidant enzymes were then  

added. Under  this last  condition, the remaining PFOR 

activity (approximately 60%) was better preserved with 

SOD present during the incubation (data not shown). 

As Cat only partially prevented enzyme inactivation, 

EhPFOR inactivation by H2O2 was examined in detail. 

The enzyme was strongly inhibited in a dose-dependent 

manner by H2O2 (Fig. 2B), with IC50 values of 35 lm 

after 30 min and 6 lm after 1 h. Furthermore, samples 

were incubated under anaerobic conditions in the pres- 

ence of 50 lm H2O2; at different times, samples were 

treated with Cat and then subjected to reactivation 

treatment.  Under  these  conditions,  the  enzyme  was 

> 80% inhibited by H2O2 after  50 min  of  exposure but 

the inhibition was still substantially reversible, whereas 

longer incubation  times  (> 70 min)  resulted in 

progressive  and  irreversible  loss  of  activity (Fig. 

2C). In contrast to what occurred in O2-saturated buffer, 

CoA and acetyl-CoA did not protect from the damage 

caused by H2O2  (data not shown). 

 
Modeling EhPFOR 

A  3D  model  of  EhPFOR  was  built  by  using  the 

Desulfovibrio africanus PFOR (DaPFOR) tertiary structure 

%
 E

h
P

F
O

R
 a

c
ti

v
it

y
 

%
 E

h
P

F
O

R
 a

c
ti

v
it

y
 -D 



91 

 

 

O- 

 

A 
100 

 

 
80 

 

 
60 

 

 
40 

 

 
20 

 

 
0 

 

 
B 

100 

 
80 

 

 
60 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
O2 

O2+ SOD 

O2+ Cat 

O2+ SOD + Cat 

 
 

0 10 20 30 40 50 60 

in complex with pyruvate as template [25]. Because of 

the high percentage of identity between the amino acid 

sequences (54%), overlapping  of  the model  with  the 

crystal structure was almost complete, with minimal 

nonmatching regions in the surfaces of the proteins (Fig. 

3). The extra C-terminal portion in the DaPFOR 

structure responsible for protection against O2 [25] was 

absent in the amebal enzyme. Unfortunately, 3D struc- 

tures with coenzymes, which could provide an explana- 

tion of their protective roles against oxidative stress 

damage, have not been reported. 

 

In vivo effects on glucose-fermenting enzymes 

and fluxes under oxidative stress 

Recently,  we  reported  that   amebas   incubated   for 30 

min in O2-saturated conditions displayed increased 

2  and H2O2  production, a high level of PFOR inhi- 

bition, very substantial accumulation of hexosephos- 

phates and pyruvate, and decreased ethanol and ATP 

levels [18]. The pattern of metabolite changes suggested 
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50 

an arrest of glycolytic flux, most probably at the level 

of PFOR. Therefore, the impact of O2 exposure on the 

kinetics of oxidative stress damage for both glycolytic 

enzymes and fluxes was examined, immediately after 

subjecting the parasites to O2  exposure and later dur- 
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ing  a  phase  of  recovery  under  normoxic  conditions 

(0.18 ± 0.09 mm O2 at 36 ºC). 

Lipid peroxidation measured as levels of thiobarbi- 

turic acid-reactive substances (TBARS) was used as an 

index of oxidative stress damage. The level of TBARS 

measured immediately after O2 exposure was increased 

by 85% ± 11%, but it progressively diminished in the 
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Fig. 2. Effect of ROS on EhPFOR activity. (A) Protection by antioxi- 

dant  enzymes.  The  amebal  solubilized  extract  was  exposed  to 

O2-saturating conditions in the absence or presence of 50 units of 

SOD and ⁄ or Cat. (B) Kinetics of enzyme inactivation by H2O2. Ame- 

bal samples were incubated with the indicated H2O2 concentration 

in N2-saturated buffer. (C) EhPFOR inactivation by H2O2 and reacti- 

vation. Amebal solubilized extracts were incubated with 50 lM H2O2. 

At different times, the samples were treated for 20 min with 

10 units of Cat and EhPFOR was reactivated for 30 min at 4 ºC 

with 1 mM Fe2+ under reducing and anaerobic conditions. For (A) 

and (C), data are mean ± SD; 100% activity is as in Fig. 1. 

 
 
 
 
 
 

 
Fig. 3. Predicted 3D structure of EhPFOR. Overlapping of the 

DaPFOR crystal structure (1b0p) in red and the EhPFOR predicted 

model in green by using SWISS-MODEL. The TPP coenzyme and the 

three Fe–S clusters are shown as spheres. The C-terminal region in 

DaPFOR responsible for O2 protection is shown only in red. 
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Table 2. Glycolytic enzyme activities after incubation of amebas 

under O2-saturating conditions. Amebas were incubated in normox- 

ic (control) or O2-saturated NaCl ⁄ Pi for 30 min. Enzyme activities 

were determined in amebal solubilized (PFOR) and cytosolic 

fractions.  HK,  hexokinase;  HPI,  glucose-6-phosphate  isomerase; 

PPi-PFK, pyrophosphate-dependent phosphofructokinase; ALDO, 

fructose-1,6-bisphosphate aldolase; TPI, triosephosphate isomer- 

ase; GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; PGK, 3-

phosphoglycerate kinase; PGAM, cofactor-independent 3-phos- 

phoglycerate mutase; ENO, enolase; PPDK, pyruvate phosphate 

dikinase; ME, malic enzyme. The values in parentheses indicate 

the numbers of different preparations assayed for both conditions. 

Discussion and Conclusions 

PFOR has been described for anaerobic bacteria such 

as Bacteroides [26], D. africanus [25,27] and several 

anaerobic human parasites from the genera Entamoeba 

[11], Trichomonas [20] and Giardia [21]. A typical fea- 

ture of the parasites is the absence of the pyruvate 

dehydrogenase complex, which, in aerobic cells, is 

responsible for pyruvate conversion to acetyl-CoA to 

feed the tricarboxylic acid cycle, which  produces NADH 

for oxidative phosphorylation. As the parasites 
lack  functional  mitochondria  as  well  as  tricarboxylic 

 
Enzyme 

Control 

(mUÆmg)1  protein) 

Activity remaining 

after O2 exposure (%) 
acid cycle and oxidative phosphorylation enzyme activ- 

ities, PFOR is located at the crossroads of glycolysis 

HK 57 82 (2) 

HPI 430 96 (1) 

PPi-PFK 543 80 (2) 

ALDO 325 96 (1) 

TPI 13 438 91 (1) 

GAPDH 179 92 (2) 

PGK 1367 93 (1) 

PGAM 107 90 (1) 

ENO 402 94 (1) 

PPDK 466 93 (1) 

PFOR 1080 ± 102 10 ± 6 (6) 

NADH-ALDH 75 ± 33 32 ± 12 (3) 

NADH-ADH 469 ± 286 66 ± 11 (4) 

NADP+-ADH 9.8 ± 5.6 93 ± 5 (3) 

ME 174 89 (1) 

AcCoAS 176 95 (1) 
 

 

 
 
 

 

reactivation of  the  ALDH  activity  of  EhADH2 (Fig. 

4B). A reactivation process, rather than de novo 

synthesis, for the ALDH activity seemed more likely, 

because the ADH activity present in the same EhADH2 

did not vary (Fig. 4B). 

The   flux   rates   during   amebal   recovery   were 

2.8 ± 0.2 and 15.3 ± 3 nmolÆmin)1 (106 cells))1 for 

acetate (0–90 min) and ethanol (60–180 min), respec- 

tively (Fig. 4C). These flux values were nonsignificantly 

different from those determined in control amebas 

incubated in normoxic conditions for 3 h  at  36 ºC [1.9 

± 0.5 and 14.4 ± 4.1 nmolÆmin)1 (106 cells))1 for 

acetate and ethanol, respectively]. These results indi- 

cated that, after an initial arrest in fermenting flux 

caused by PFOR and ALDH inhibition, amebas were 

able to fully restore fluxes to control levels. Interest- 

ingly, nonvirulent E. histolytica HM1:IMSS amebas 

were unable in vivo to recover PFOR activity after a 

and carbohydrate fermentation. In the present work, a 

functional kinetic characterization was carried out on 

EhPFOR, which is required for a full description and 

understanding of amebal glycolysis and fermentation 

pathways. 

 

EhPFOR kinetic properties 

PFOR activity was obtained from E. histolytica troph- 

ozoites in an active and solubilized form only by using 

mild extraction with a nonionic detergent under anoxic 

conditions. This suggested that the enzyme was loosely 

bound to hydrophobic cellular components, in agree- 

ment with PFOR detection in plasma membrane and 

cytoplasmic structures in amebal trophozoites [22]. 

The EhPFOR activity in solubilized fractions showed 

highly similar Km values to others previously reported 

for amebas (Km CoA 0.002 mm [11]), Tritrichomonas 

foetus  (Km pyruvate 3.2 mm;  Km CoA 0.0025 mm  [23]), 

D. africanus     (Km  pyruvate  2.5 mm;     Km  CoA  0.005 mm 
[27]),   and   Hydrogenobacter thermophilus   (Km pyruvate 

3.45 mm; Km CoA 0.0054 mm [28]); however, these Km 

values contrasted with those reported for the Tricho- 

monas vaginalis purified enzyme (Km pyruvate 0.14 mm 

[20]). 

Although PFOR activity in E. histolytica used other 

oxoacids as substrates (Table 1), and other oxoacid 

reductase activities have been detected in this parasite 

by zymogram analysis [29], as well as in Giardia duode- 

nalis [21] and T. vaginalis [30], the amebal activity was 

rather  specific  for  pyruvate:  the  catalytic  efficiencies 

(Vmax ⁄ Km) seen with OAA and a-KB were one order 

of magnitude lower and there was lack of activity with 

a-KG. These results contrasted with those for T. vagi- 

nalis purified PFOR, which can use a-KB and a-KG 

similar  O2   exposure  (data  not  shown), which  was in with  high  affinity  (Kapp
 values  of  0.1  and  0.5 mm, 

agreement with differences in antioxidant capabilities 

between virulent and nonvirulent E. histolytica 

HM1:IMSS strains, as recently reported [18]. 

respectively), although with lower catalytic efficiency 

(Vm
app ⁄ Kapp  values of 0.63 and 0.01, respectively, rela- 

tive to 1 for pyruvate) [20]. Our results suggested that, 
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in E. histolytica, oxoacids (other than pyruvate) derived 

from amino acid degradation cannot be oxidiz- able 

substrates for ATP supply (through the AcCoAS ADP-

forming reaction), as previously suggested by amebal 

genome analysis [31]. 

The  mixed-type  inhibition  of  acetyl-CoA  and  CoA 

reported  for  the  T. vaginalis  [20]  and  Halobacterium 

Addition of Fe2+ allows for the recovery of cluster 

integrity, and hence functional activity of the enzymes. 

Regarding the reversible inactivation by H2O2 of 

EhPFOR, it might be possible  that the concentration 

and incubation length were not sufficient to induce the 

formation of the most oxidized state of the Fe–S clus- 

ter, allowing its reactivation by Fe2+  addition. 

halobium [32] PFORs contrasted with the competitive- The  enzymes  responsible  for  O-
 generation   in 

type inhibition found for EhPFOR. This discrepancy 

might be a consequence of the high inhibitor concen- 

trations used in the first two studies (0.05–0.4 mm) 

[20,32].  Although  no  levels  of  CoA  and  acetyl-CoA 

have been reported for amebas, competitive inhibition 

might occur under physiological conditions, owing to 

the close Km  values for substrate and product. 

 
EhPFOR inhibition under oxidant conditions 

As previously reported [11], the amebal PFOR in solu- 

bilized parasite extracts is highly susceptible to inacti- 

vation under aerobic conditions. Our results indicated 

that, under saturating O2 conditions, the enzyme was 

fully inactivated after a short incubation (30 min). At 

this time, EhPFOR inactivation could be reversed to a 

great extent by incubation with Fe2+, whereas longer 

incubation under O2 exposure resulted in a lower reac- 

tivation rate. 

The almost complete protection with exogenous SOD 

against the acute O2 exposure indicated that O- was 

the main ROS involved in enzyme inactivation (Fig. 2A). 

Although H2O2 also potently inhibited the activity (Fig. 

2B) in a reversible fashion (Fig. 2C), Cat was not as 

efficient as SOD in preventing the damage, probably 

because O- was still being formed (Fig. 2A). Moreover, 

H2O2 damage could not  be  prevented  by the addition 

of substrates or products, which indicated a different 

mechanism of inhibition to that  observed with O2. 

These results were in agreement  with  previous reports 

indicating that microaerophilic organisms con- taining 

PFORs and other Fe–S enzymes, when incu- bated 

under aerobic or pro-oxidant  conditions,  lose the 

activity of such enzymes,  producing an arrest  in 

important metabolic pathways [26,33]. The damage 

occurs when ROS oxidize an iron atom of the [4Fe– 

4S]2+ cluster, which transforms into an unstable [4Fe– 

4S]3+ form that rapidly decays into a new stable form, 

[3Fe–4S]1+, with the concomitant release of Fe2+ [26,34]. 

By increasing the exposure to the oxidant agent, the 

latter cluster form continues its disintegra- tion in an 

irreversible way, releasing up to three Fe2+ ions per 

Fe–S center [33]. The integrity of the Fe–S cluster is 

thus essential for catalysis in these enzymes. 

amebal  extracts  have  not  been  clearly  identified  in 

D. histolytica. On the other hand, a set of antioxidant 

enzymes (including SOD but not Cat) have been iden- 

tified in the parasite [35,36]. Interestingly, in vitro, 

higher PFOR reactivation was observed in virulent than 

in nonvirulent amebal solubilized fractions [18], 

strongly supporting the proposal of differential antiox- 

idant capabilities between the different types of ameba 

[19,36–38]. 

EhPFOR O2 inhibition was partially or fully pre- 

vented by micromolar concentrations of the substrate 

CoA and the product acetyl-CoA (Fig. 1C). The Km 

values determined for these metabolites (Table 1) are 

well within the physiological levels described for 

human  liver  cells  (0.050–0.20  and  0.015–0.30 mm, 

respectively) [39]. To our knowledge, protection against 

ROS inactivation by coenzymes has not been 

previously described for other PFORs.  DaPFOR, which 

is naturally resistant to inactivation under aero- bic 

conditions, contains an extra domain at the C-ter- minal 

region that spans the vicinal subunit of the dimer and 

that overlays the Fe–S cluster region; specif- ically, 

Met1203b protects the proximal Fe–S cluster [25]. As 

the amebal enzyme lacks this peptide segment, as shown 

in the 3D model of EhPFOR, other protec- tive 

mechanisms are very probably involved. An expla- 

nation for the protective effect of the coenzymes 

against oxidative stress in EhPFOR is that they bind 

close to the Fe–S clusters, blocking the access of ROS. 

In this regard, a preliminary docking analysis with 

coenzymes in the 3D model of EhPFOR suggested that 

the CoA-binding site was, indeed, close to the proxi- 

mal Fe–S cluster (data not shown). However, the CoA-

reactive SH was orientated away from the thia- min, 

and hence it appeared that the docked complex is not 

productive, indicating that further structural analy- sis 

is necessary. 

The stronger EhPFOR inhibition by O2  and  pyru- vate 

incubation was in agreement with previous obser- 

vations in other PFORs [40–42]. It has been proposed 

that in the PFOR reaction mechanism, the N4¢ of the 

aminopyridine ring from TPP extracts a proton from 

C2 of the thiazole ring, promoting the formation of a 

carbanion radical that performs the  nucleophilic attack  

on  the  carbonyl  group  of  pyruvate  [43].  We 



95 

 

 

2 

hypothesized that the formation of the TPP free radi- 

cal induced by pyruvate binding may promote greater 

exposure of the Fe–S clusters to the medium, and thus 

increased susceptibility to ROS in the absence of the 

proper cosubstrate. 

 

In vivo inactivation and reactivation of 

fermenting enzymes and their effect on metabolic 

fluxes 

Although the experimental design of acute stress using 

saturating O2 concentrations allowed  for  PFOR enzyme 

kinetic analysis after short incubations, and hence 

without loss of activity caused by protein insta- bility, 

such O2 concentrations are not found under par- asite 

physiological conditions. Thus, an effort was made to 

determine a physiological IC50   value for O2 

after lengthy incubation times (4 h). Under these con- 
ditions, an IC50 for O2 of 34 lm was obtained, which 

is close to the O2 concentration values found in ham- 

ster liver (22.6 lm) [44] as well as in  human  liver (38.3 

lm)  and  gastric  mucosa  (65.8 lm)  tissues  [45]. 

Hence, in aerobic tissues, EhPFOR activity might 

indeed be partially impaired. 

It was previously demonstrated that amebas incu- 

bated under O2-saturating conditions display accumu- 

lation of glycolytic intermediaries and decreased ATP 

and ethanol levels [18]. Hence, the activities of all 

glycolytic and fermentative enzymes were determined 

here, and the results showed a potent inhibitory effect 

of O2 exposure on PFOR and the ALDH activity of 

EhADH2 (Table 2). 

PFOR activity in live parasites was almost com- 

pletely abolished (> 90%) after 30 min of exposure to 

saturating O2 conditions (Fig. 4B). Remarkably, the 

parasites were able to gradually restore the PFOR 

activity in the absence of external iron sources or 

reducing agents under normoxic conditions (air-satu- 

rated buffer) (Fig. 4B), which suggested that either 

enzyme reactivation or de novo synthesis of PFOR or 

both events occurred. There is little information about 

the biogenesis of Fe–S clusters in amebas. It has been 

reported that E. histolytica possesses a nitrogen  fixa- tion 

system (NIF) for Fe–S cluster assembly [46], with a 

mitosomal localization [47]. However, the mecha- nisms 

involved in Fe–S cluster repair have not been 

elucidated. In Escherichia coli, it has been suggested 

that the mechanisms of assembly and repair of Fe–S 

centers in proteins are different because of the differ- 

ences in rates observed for each phenomenon, the latter 

occurring within minutes of enzyme  inactiva- tion [34]. 

A repair mechanism can be suggested for EhPFOR 

within the first minutes after inactivation; at 

longer incubation times, de novo synthesis cannot  be 

ruled out. 

An additional significant inhibitory effect (68%) of 

O2 exposure was obtained for the ALDH component 

of EhADH2 (which continued being inactivated until 

30 min after recovery under normoxic conditions), 

whereas its ADH activity remained relatively unchanged 

(Fig. 4B). This inhibition pattern can be directly ascribed 

to the bifunctional enzyme; the other ALDH reported 

in amebas prefers NADPH and cannot use acetyl-CoA 

as substrate [48], whereas ADH1 uses NADPH as 

cofactor [49]. Moreover, our results are in agreement 

with the structural properties described for EhADH2, 

indicating the presence of two catalytically independent 

domains, the N-terminal domain, display- ing ALDH 

activity, and the C-terminal domain, con- taining an 

iron-binding domain, which is involved in ADH 

activity. The integrity of both domains and that of the 

iron-binding domain are required for ALDH activity 

[16]. Moreover, the enzyme is essential for amebal 

growth [16,50]. The effect of oxidative stress has   been   

also   studied   in   the   E. coli   bifunctional 

ALDH–ADH (named as ADHE); H2O2 and O- inhi- 

bit the enzyme with Ki values of 5 and 120 lm, respec- 

tively, through a process involving  irreversible oxidation 

of the Fe2+ present in the  ADH  domain [51]. Whether 

this is the case for the amebal enzyme remains to be 

elucidated, because Fe
2+ 

did not reverse the inhibitory 

effect on the ALDH activity and had no activating effect 

on the ADH activity, suggesting other inactivating 

mechanisms. 

In a similar  fashion to what occurred with  PFOR, 

the ALDH activity of  EhADH2  started  recovering 60 

min after return of the parasites to normoxic condi- 

tions. For this case,  enzyme  reactivation  instead  of de 

novo synthesis is proposed, because the ADH activ- ity 

remained constant during the ALDH recovery phase. 

In parallel with PFOR reactivation, an increase in 

acetate flux developed in the first 90 min, most proba- 

bly because of acetyl-CoA accumulation resulting from 

ALDH inhibition and unchanged activity of AcCoAS. 

As the Km acetyl-CoA  of AcCoAS (0.1 mm; Fig. S4) is 

one order of magnitude higher than that of ALDH (0.015 

mm) [15], flux through the latter to ethanol is favored 

over flux through the former to acetate, in amebas not 

subjected to O2 exposure. On the other hand, the strong 

ALDH inhibition induced by O2 exposure  very  likely  

brings  about  an  increased  level 

of acetyl-CoA, which activates AcCoAS and hence 

acetate production. 

One should be aware that although ATP can be 

produced   through   this   acetate-producing   branch,   a 
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sustained acetate flux is difficult to attain, because 

alternative routes of NADH oxidation need to be 

turned on (phosphoenolpyruvate (PEP) carboxytrans- 

phosphorylase, malic enzyme and malate dehydro- 

genase [1]) in competition with the predominant acetyl-

CoA reduction to ethanol by EhADH2. 

Net ethanol synthesis was absent in the first 60 min 

after O2 exposure, because of the strong inhibition of 

the ALDH activity of EhADH2. Furthermore, ALDH 

reactivation was observed, with the concomitant etha- 

nol flux restoration and NADH oxidation necessary 

for recycling of the NAD
+ 

pool for glycolysis. 

The changing metabolite patterns during aerobic and 

anaerobic glucose catabolism described here are in 

agreement with early reports on monoxenically cul- 

tured E. histolytica [12]; however, the mechanisms 

underlying these transitions are now partly elucidated. 

The results indicated that, even under the normoxic 

conditions used in the present study to recover the par- 

asites (which are still above the O2 physiological con- 

centrations found in parasite cultures or intestinal 

lumen), the route for ethanol synthesis predominated 

over  that  for  acetate  production  [14.4 ± 4.1  versus 

1.9 ± 0.5 nmolÆmin)1 (106 cells))1, respectively]. Thus, 

ethanol production is the main pathway of glucose 

catabolism and energy production in the parasite, with 

minor and transient contributions  of the acetyl-CoA– 

acetate pathway. 

Our results also indicated  that  PFOR  and  the ALDH 

activity of EhADH2 were the main targets of ROS 

generated under prolonged and ⁄ or acute aerobic 

conditions. Owing to the higher PFOR sensitivity, this 

enzyme is proposed as a specific and sensitive marker 

of oxidative stress in E. histolytica. Both EhPFOR and 

EhADH2 appear to be the main flux-controlling steps 

of glycolysis under oxidative stress conditions. 

The above results support our previous  hypothesis that 

prolonged aerobic exposure and ROS generation, 

induced by the inflammatory process prevailing in liver 

tissues when amebas are arriving at the site of infec- 

tion and before an ischemic process is developed (6 h) 

[52], have detrimental effects on the viability and 

energy metabolism of the parasite [19]. This event 

seems to be one of several factors derived from both 

host and parasite that can  determine  the  outcome  of the 

infection. 

 

Experimental procedures 
 
Reagents and chemicals 

Acetyl-CoA, ATP, Cat from bovine liver, CoA, phen- 

ylmethanesulfonyl   fluoride,   PYK ⁄ lactate   dehydrogenase 

from rabbit muscle, SOD, EDTA, TPP, Mes, 1,1,3,3-tetra- 

ethoxypropane butylhydroxytoluene, pyrazole and pyruvate 

were from Sigma (St Louis, MO, USA); methyl viologen, 

b-mercaptoethanol and PEP were from ICN Biomedicals 

(Aurora,  OH,  USA);  Nitro  Blue  tetrazolium  was  from 

Amersham (Parklands, Rydelmare, Australia); Triton X-

100 was from Bio-Rad (Hercules, CA, USA); sodium 

dithionite, acetic acid and n-butanol were from JT Baker 

(Phillipsburg, NJ, USA); ferrous ammonium sulfate was 

from Quı´ mica Meyer (Mexico City, Mexico); Tris and  1,4- 

dithiothreitol were from Research Organics   (Cleveland, 

Ohio, USA); H2O2 from Laboratorios  American (Mexico 

City, Mexico); and  acetate  kinase   from Methanosarci- na 

thermophila was kindly provided   by  R.  Jasso-Chá  vez 

(Instituto Nacional de Cardiologı́  a de Mé  xico). 

 

Amebal extracts 

E. histolytica trophozoites of the HM1:IMSS strain were 

recovered from hamster amebic liver abscesses and grown 

on TYI-S-33 medium at 36 ºC, as previously described [53]. 

The parasites were harvested, and the cellular pellet was 

resuspended in an equal volume of lysis buffer consisting of 

100 mm  KH2PO4    (pH 7.5)  previously  purged  with  N2, 

25 mm   b-mercaptoethanol,   1 mm   phenylmethanesulfonyl 

fluoride, 5 mm EDTA and 1% Triton X-100. The proce- 

dures were conducted under an N2 atmosphere. The cells 

were disrupted by three cycles of freezing in liquid N2 and 

thawing at 37 ºC.  The cellular lysate was  centrifuged  at 

21 000 g; the soluble fraction was separated, aliquoted in 

0.2 mL  tubes  and  stored  under  an  N2    atmosphere  at 

)20 ºC. For other glycolytic enzyme activities, cytosolic 

fractions from control and O2-exposed amebas were 

obtained as previously described [7]. 

 
 

Enzyme kinetics 

EhPFOR activity was determined under an N2 atmosphere 

in the amebic Triton-extracted fraction in an assay contain- 

ing 100 mm Na2HPO4 (pH 7.4) buffer (previously purged 

with N2), 0.25 mm Nitro Blue tetrazolium (or 2 mm methyl 

viologen for the kinetic characterization at pH 6.0 and 7.0), 

2–6 lg of protein of the amebic fraction, and 10 mm pyru- 

vate, and the reaction was started by addition of 0.1 mm 

CoA. Nitro Blue tetrazolium and methyl viologen reduction 

was monitored at 560 and 604 nm, respectively, in a spec- 

trophotometer (Shimadzu, Kyoto, Japan). The absorbance 

baseline in the absence of one of the substrates was always 

subtracted. Care was taken to ensure that the activity was 

linearly dependent on the sample protein content. For 

determination of the Km  values, pyruvate was varied from 

1.1 to 40 mm (with 0.05 mm CoA), CoA from 0.001 to 

1.2 mm (with 1 mm pyruvate), and OAA, a-KB and a-KG 

from 0.01 to 100 mm (with 0.05 mm CoA). The substrates 

were routinely calibrated. For the kinetic characterization 
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at different pH values, the incubation buffer was a mixture 

of 50 mm imidazole and 10 mm each of acetate, Mes and 

Tris, adjusted to the indicated pH value. For determination 

of glycolytic enzyme activities, the protocols described pre- 

viously were followed [7]. The kinetic assay for the ADH 

activity of EhADH2 was performed in 100 mm pyrophos- 

phate ⁄ phosphoric acid buffer (pH 8.8)  purged  with  N2, 10 

mm freshly prepared cysteine, 2 mm NAD
+
, and freshly 

prepared cytosolic extract (0.05–0.15 mg of  protein),  and the 

reaction was started by addition 170 mm absolute etha- nol. 

For its ALDH activity, the assay contained 100 mm Mops ⁄ 

KOH buffer (pH 7.5),  0.3 mm NADH,  10 mm pyrazole (to 

inhibit the ADH activity), and 0.1–0.2 mg of protein of freshly 

prepared extract; the reaction was started by addition of 0.2 

mm acetyl-CoA. Basal  activity  with NADH and the extract 

was always subtracted. Complete inhibition of the ADH 

activity with pyrazole was deter- mined separately in the 

ADH assay. Acetyl-CoA synthetase activity was determined 

by following  the  release  of  CoA- SH   from   acetyl-CoA    

with    5,5¢-dithiobis(2-nitrobenzoic 

acid).  The  assay  contained  50 mm  Tris ⁄ HCl  (pH 7.5), 

0.2 mm acetyl-CoA, 40 mm potassium phosphate, 10 mm 

MgCl2,   0.05–0.1 mg   of   freshly   prepared   extract   and 

0.15 mm  5,5¢-dithiobis(2-nitrobenzoic  acid).  The  reaction 

was started by the addition of 2 mm ADP. 

 

In vitro PFOR inhibition assays 

The enzymatic assay buffer (100 mm Na2HPO4, pH 7.4) was 

saturated with medicinal  O2  by  constant  bubbling  for 30 

min  at  room  temperature.  Final  O2   concentrations  of 

0.63 ± 0.04 mm (at 36 ºC, 2240 m altitude) were reached as 

determined in a Clark-type O2 electrode. Amebal soluble 

fraction samples (3–5 mg of protein) were diluted 10 times in 

the O2-saturated buffer, and the remaining PFOR activity 

was determined at different times. To determine EhPFOR 

reactivation, soluble samples were diluted in the O2-satu- 

rated buffer for 30 min on ice, 1 mm ferrous ammonium sul- 

fate (Fe
2+

) and 5 mm dithiothreitol were added, the samples 

were kept on ice under an N2 atmosphere, and PFOR activ- 

ity was determined at the indicated times.  Fe
3+

,  Co
2+

, Cu
2+ 

and Mn
2+ 

(1 mm) were also tested instead of Fe
2
. 

To determine the EhPFOR IC50 value for O2, O2-satu- 

rated (0.63 ± 0.04 mm O2) or normoxic (0.18 ± 0.09 mm 

O2) enzymatic assay buffer was treated with different 

amounts of dithionite (maximal concentration of 2.0 mm) 

to generate different concentrations of dissolved O2, as 

determined with an O2 electrode. The O2 concentrations of 

the solutions kept in sealed Eppendorf tubes were stable for 

at least 4 h on ice. Amebic samples (4–6 mg of protein in 

150 lL) were diluted in 1.35 mL of each buffer and incu- 

bated for 4 h on ice, and the remaining EhPFOR activity 

was determined. A control experiment was prepared with a 

sample diluted in N2-purged buffer, and incubated for 4 h 

on ice in the absence or presence of 2 mm dithionite. 

For EhPFOR protection assays, soluble samples were 

incubated in O2-saturated buffer in the absence or presence 

of either 1 mm pyruvate, 0.05 mm CoA, 0.05 mm acetyl- 

CoA, 50 U of SOD, or 50 U of Cat or SOD+ Cat, and 

the remaining activity was determined at different times. 

EhPFOR was also inhibited by incubation with 50 lm H2O2 

(previously calibrated) on ice under an N2 atmo- sphere; at 

different times, an aliquot was withdrawn and incubated 

for a further 20 min with 10 U of Cat to elimi- nate excess 

H2O2, and this was followed by incubation with Fe
2+ 

under 

an N2 atmosphere and reducing conditions, as described 

above, to explore reactivation. 
 
 

In vivo enzyme inactivation and glycolytic fluxes 

One million trophozoites per Eppendorf tube were aliquoted, 

resuspended in 1.1 mL of NaCl ⁄ Pi (137 mm NaCl, 2.7 mm 

KCl, 10 mm Na2HPO4, 2 mm KH2PO4; pH 7.4) supple- 

mented with 5 mm glucose and previously saturated with O2, 

and incubated in a water bath at 36 ºC. Control samples were 

processed in parallel, with amebas suspended in the same buf- 

fer under normoxic conditions. After 30 min, the cells were 

quickly harvested at 4 ºC, resuspended in 1.1 mL of normoxic 

NaCl ⁄ Pi  + glucose, and returned to the water bath. Eight to 

10 tubes were withdrawn for each time point, and centrifuged 

at 2000 g for 5 min. The cellular pellets from the same incuba- 

tion time point were pooled and disrupted for determination 

of EhPFOR, EhADH2 and AcCoAS activities as described 

above, whereas the supernatant was extracted with perchloric 

acid, as described previously [7], for ethanol and acetate 

determination. Ethanol was determined in hexane-extracted 

supernatant neutralized samples in a gas  chromatograph GC 

2010 (Shimadzu), equipped with an SP-2330 fused silica 

capillary column (80% polybiscyanopropyl ⁄ 20% cyanopro- 

pylphenyl siloxane, 60 m · 0.25 mm · 0.2 lm) (Supelco, St 

Louis MO, USA). In this procedure, 1 ⁄ 50 of the added etha- 

nol is determined; then, the final value is normalized. Acetate 

was determined in 50 mm Hepes ⁄ 1 mm EGTA (pH 8.0) buf- 

fer, 7 mm MgCl2, 6 mm ATP, 2 mm PEP, 0.15 mm NADH 

and 0.45 U of PYK ⁄ lactate dehydrogenase. The assay was 

started by the addition of 1–1.5 U of acetate kinase. 
 
 

Lipid peroxidation assay 

Lipid peroxidation levels (equivalents of malondialdehyde) 

were measured as described previously [18], in amebas 

exposed and unexposed to the O2 and during recovery under 

normoxic conditions. 

 
 

Data analysis 

Data are reported as means ± standard deviations (SDs), 

except in Fig. 4B,C, where means ± standard errors (SEs) 

are shown. A two-tailed Student’s t-test for nonpaired 
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samples was also applied where indicated. The number of 

independent preparations assayed is indicated in parentheses. 

 
 

Modeling the EhPFOR tertiary structure 

A 3D  model for  the EhPFOR amino acid sequence 

(GenBank accession number: EH_051060) was obtained 

with swiss-model software (available at http://swissmod- 

el.expasy.org/) [54,55], and by using the crystal structure 

reported for DaPFOR (accession number: 1b0p) [25] as 

template. The amino  acid sequence identity between the 

enzymes is 54.4%. Analysis of the resulting structures and 

generation of figures were performed with pymol (http:// 

www.pymol.org). 
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& Saavedra E (2008) Experimental validation of meta- 

bolic pathway modeling. An illustration with glycolytic 

segments from Entamoeba histolytica. FEBS J 275, 

3454–3469. 

11 Reeves RE, Warren LG, Susskind B & Lo HS (1977) 

An energy conserving pyruvate-to-acetate pathway in 

Entamoeba histolytica. J Biol Chem 257, 726–731. 

12 Montalvo FE, Reeves RE & Warren LG (1971) Aerobic 

and anaerobic metabolism in Entamoeba histolytica. 

Exp Parasitol 30, 249–256. 

13 Lo HS & Reeves RE (1978) Pyruvate-to-ethanol path- 

way in Entamoeba histolytica. Biochem J 171, 225–230. 

14 Yang W, Li E, Kairong T & Stanley SL (1994) 

Entamoeba histolytica has an alcohol dehydrogenase 

homologous to the multifunctional adhE gene product 

of Escherichia coli. Mol Biochem Parasitol 64, 253–260. 

15 Bruchhaus I & Tannich E (1994) Purification and 

molecular characterization of the NAD+-dependent 

acetaldehyde ⁄ alcohol dehydrogenase from Entamoeba 

histolytica. Biochem J 303, 743–748. 

16 Espinosa A, Yan L, Zhang Z, Foster L, Clark D, Li E 

& Stanley SL (2001) The bifunctional Entamoeba his- 

tolytica alcohol dehydrogenase 2 (EhADH2) protein is 

necessary for amebic growth and survival and requires 

an intact C-terminal domain for both alcohol dehydro- 

genase and acetaldehyde dehydrogenase activity. J Biol 

Chem 276, 20136–20143. 

17 Upcroft P & Upcroft JA (2001) Drug targets and mech- 

anisms of resistance in the anaerobic protozoa. Clin 

Microbiol Rev 14, 150–164. 

18 Ramos-Martı́  nez E, Olivos-Garcı́  a A, Saavedra E, 
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3.5. Datos que no  se mostraron en el artículo   

3.5.1 Reactivación de la EhPFOR 

 

 Durante la estandarización del protocolo de reactivación de la EhPFOR 

después de la exposición con O2, se ensayaron diferentes estrategias para obtener la 

mayor reactivación.  Para otras enzimas que contienen centros Fe-S (fumarasa, 

aconitasa, 6-fosfogluconato deshidratasa) y que se han expuesto a condiciones de 

estrés oxidante se reportó que se puede restablecer la estructura de estos centros 

incubando con 1 mM Fe2+ y 5 mM DTT (Imlay, 2006).  A la par de este ensayo de 

reactivación se incubó el extracto celular en una atmosfera de N2, de manera 

individual o en combinación con Fe2+ y DTT.  La mejor reactivación se obtuvo en la 

combinación de Fe2+, DTT y N2 (70% de la actividad inicial), seguida por el Fe2+ solo 

y el Fe2+ en condiciones anaerobias (Fig.3.5).  El ambiente anaerobio o reductor por 

sí solos no fueron capaces de restablecer la actividad de la enzima, lo que coincide 

con los reportes previos que indican que la inactivación de la enzima se debe a la 

desestabilización del centro 4Fe-4S haciendo que se libere un átomo de Fe2+, lo que 

produce un centro Fe-S no reactivo (Pan e Imlay  2001; Djaman et al 2004).   

 Además del Fe2+, se ensayaron otros metales con estado de oxidación +2 y 

radio iónico ~1.26 Å similares al del Fe a una concentración de 1 mM (Fig. 3.5B).  De 

los metales evaluados solamente el Fe2+ fue capaz de reactivar a la EhPFOR.  De 

manera interesante, el Fe3+ tampoco tuvo efecto sobre la actividad de la enzima, lo 

cual resalta la necesidad del Fe2+ en la recuperación de la estructura del centro Fe-S.  

El mecanismo propuesto para la reactivación es que el Fe2+ libre se incorpora al 

centro haciendo que este recupere su estructura tipo 4Fe-4S (Pan e Imlay 2010). 
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Figura 3.5. Reactivación de la PFOR  

A) El extracto se incubó en PBS saturado con  O2  por 30 min, después de ese tiempo se tomaron 
alícuotas para incubar con DTT, Fe2+, Fe3+, N2 o la mezcla de estos por 30 min.  B) Reactivación con 1 
mM de diferentes metales. 

 

3.5.2 Efecto de las EROs sobre la actividad de la EhPFOR 

 

 Debido a que la catalasa protegió a la PFOR de la inactivación durante la 

exposición a O2, se concluyó que el H2O2 también era una de las especies 

involucradas en la inactivación de la enzima.  Por lo tanto, se intentó inhibir a la 

NADPH:flavina oxidoreductasa, que es una de las enzimas que genera H2O2 a partir 

del O2 (Bruchaus et al, 1998), utilizando el cloruro de difenil iodonio (DPI), que es un 

inhibidor de enzimas que contiene flavinas (Ki 1-10 μM) (O’ Donnell et al, 1993). El 

extracto amibiano se incubó en condiciones suprafisiológicas de oxígeno en 

presencia o ausencia de 10 μM de DPI y se monitoreó la actividad a diferentes 

tiempos.  El DPI no solo no protegió a la enzima de la inactivación por oxígeno, sino 

que por sí mismo es un inhibidor muy potente (Fig. 3.6).  Estos resultados 

concordaron con lo observado para la PFOR de Trichomonas vaginalis, en donde al 

incubar las células con 10 μM del inhibidor por 2 h se observó que la actividad de la 

PFOR se inhibía drásticamente (Leitsch et al 2010).  El mecanismo de la inactivación 

por DPI aún no se ha dilucidado.  Aunque este resultado no fue útil para el objetivo 

que se estaba persiguiendo, permitió establecer que el DPI es un inhibidor fuerte y 
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específico de la PFOR amibiana, lo cual nos sirvió para determinar su coeficiente de 

control a través de la titulación con inhibidores, lo cual se describe en el capítulo 4. 

  

  

Fig. 3.6 Inhibición de la PFOR por DPI  

El extracto se incubó en presencia de O2, en ausencia o presencia de 1U de SOD o 10 μM del DPI.  El 
trazo de triángulos invertidos fue incubación con 10 μM de DPI sin el reto con oxígeno que demuestra 
que el compuesto por sí mismo inhibe a la PFOR.  

 

 

3.5.3 Caracterización cinética de la ADHE recombinante  

 De acuerdo con nuestros resultados, en amibas expuestas a condiciones 

suprafisiológicas de O2 se observa una inhibición drástica de la PFOR pero también 

de la actividad de aldehído deshidrogenasa de la ADHE y la inhibición de estas 

enzimas promovió una disminución en la producción de etanol y ATP (Ramos-

Martínez et al, 2009).  Estos resultados indicaron que la ADHE podría ejercer un 

control importante sobre la glucólisis amibiana en condiciones de estrés oxidante, por 

esta razón se estudiaron las características cinéticas de esta enzima. 
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 Se clonó el gen  que codifica para la ADHE siguiendo metodologías 

estandarizadas en el laboratorio (Saavedra et al, 2005).  El gen consta de 2.6 Kpb y 

tuvo 45-30 % de similitud con las secuencias de otras ADHs  bacterianas.  La 

proteína se sobre-expresó acoplada a una etiqueta de histidinas en bacterias de E. 

coli y se purificó por cromatografía de afinidad a cobalto siguiendo metodologías 

estandarizadas (Saavedra et al 2005).  La proteína se obtuvo con una pureza mayor 

al 90% (Fig. 3.7).   

                           

Fig. 3.7. Marcha de purificación de la ADHE 
Marcadores de peso molecular PPDK (100 KDa) y HK (54 KDa); SN, fracción soluble del extracto 
bacteriano; PP, fracción insoluble del extracto bacteriano; eluato, lo que no se pegó a la resina 
acoplada a Cobalto; 10 mM, lavado con 10 mM de imidazol; ADHE, enzima purificada (99 KDa).   
 

 La caracterización cinética se realizó a pHs óptimo y fisiológico utilizando 

metodologías reportadas previamente (Bruchhaus el al 1994; Saavedra et al, 2005). 

La enzima mostró cinéticas hiperbólicas para todos los sustratos que se ajustan a la 

ecuación de Michaelis-Menten (Fig. 3.8).  En la Tabla 3.2, se resumen las Kms y la 

velocidad máxima (Vmax) obtenidas para la enzima. 
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Fig. 3.4. Cinéticas de saturación por los sustratos NAD y etanol en el sentido reverso de la reacción.  
Las mediciones se hicieron a pH 6.0 y 37 ° C. 
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Tabla 3.2. Parámetros cinéticos de la EhADHE recombinante  

Reacción 
Fw 

pH 6.0 pH 7.0 

Vmax 3527 ± 2980 4843 ± 3200 

Km
acetil-CoA  33.4 (2) 54 (2)  

Km 
NADH  

 23 (2) 31 (2)    

Reacción 
Rw 

  

Vmax 727 ± 430 984 ± 523 

Km 
etanol

 106 (1) 94 (2) 

Km 
NAD+  

 2.1 (1) 1.4 (1) 

Vmax en mU/mg prot.  Km en mM. La temperatura fue de 
37 º C 

3.6. Discusión General de los resultados de sección parte del estudio 

 

 Los antecedentes directos de este trabajo (Ramos-Martínez et al 2009)  

resaltaban la importancia de la PFOR amibiana en parásitos sometidos a condiciones 

suprafisiológicas de oxígeno. La alta susceptibilidad de la enzima a ser inhibida por 

EROs sugería que la enzima podía ser limitante cuando los parásitos se sometían a 

condiciones aeróbicas y dicha inhibición podría tener efectos negativos sobre el 

metabolismo energético del parásito.  Debido a la escasa información de la PFOR de 

E. histolytica, la primera parte de esta tesis se enfocó en caracterizar cinéticamente a 

la enzima y estudiar sus mecanismos de inactivación por O2.  

 Los valores de Km por los sustratos acetil-CoA y piruvato de la PFOR 

obtenidos a través de la caracterización cinética están cerca de las concentraciones 

fisiológicas de estos metabolitos en los trofozoítos de E. histolytica (1 mM piruvato, 

0.05 mM CoA), lo que podría sugerir que la enzima no está limitada por sustratos.  

Por otro lado, la EhPFOR es más afín por piruvato que por el resto de los oxoácidos 
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ensayados, lo que descarta la hipótesis propuesta por otros grupos de trabajo que 

propone que los oxoácidos provenientes de la degradación de aminoácidos tales 

como α-cetoglutarato o α-cetobutirato pueden entrar a la glucólisis a nivel de la 

PFOR y ser una fuente de ATP al convertirse en acetato por la AcCoAS (Clark et al. 

2007). Asimismo, de todas las enzimas glucolíticas evaluadas, la PFOR es una de 

las que tiene mayor actividad.  Por lo tanto, desde el punto de vista cinético, la PFOR 

podría no ser limitante para el flujo glucolítico.    

 A pesar de esta aparente alta eficiencia catalítica de la PFOR, su alta 

susceptibilidad de inhibición por EROs seguía siendo una posible causa de limitación 

cuando los parásitos se sometieran a estrés oxidante.  La EhPFOR es fuertemente 

inhibida por exposición a oxígeno; sin embargo, la inactivación es reversible al 

adicionar Fe2+ en condiciones reductoras. Esto concuerda con lo observado en otras 

enzimas con centros Fe-S (Pan e Imlay, 2001), aunque la reactivación depende del 

tiempo de exposición a los oxidantes y obviamente en las células dependería de la 

existencia de mecanismos antioxidantes eficientes para evitar el daño estructural 

irreversible. Los metabolitos acetil-CoA y CoA pueden proteger de la inactivación; en 

contraste, el piruvato aceleró el proceso de inactivación, pero esto solamente en una 

condición de alto estrés oxidante.   

 En los nuevos experimentos reportados en esta tesis, al exponer los 

trofozoítos al reto de oxígeno se observó el arresto en el flujo glucolítico y una fuerte 

inhibición de la PFOR, lo que concordó con nuestro hallazgo anterior (Ramos-

Martínez et al 2009).  Sin embargo, los resultados también resaltaron el efecto del 

oxígeno sobre la actividad de aldehído deshidrogenasa de la ADHE, la cual no había 

sido incluida en los análisis anteriores.  Por lo tanto, ahora se puede concluir que el 

efecto adverso en los flujos glucolíticos que se observaron se deben atribuir a la 

inhibición que ejerce el estrés oxidante en las actividades de PFOR y ADHE.   

 Por otro lado, a la par de la inhibición de la PFOR y la ADHE se observó la 

disminución en la producción de etanol y acetato, pero al re-incubar a las amibas en 

normoxia, la actividad de dichas enzimas se recuperó sin necesidad de adicionar 

Fe2+ a las células.  Esto sugiere que los trofozoítos tiene la maquinaria necesaria 



108 

 

para restablecer la función de las proteínas.  Al respecto, se ha reportado que las 

amibas contienen únicamente el sistema NIF (Nitrogen Fixation-like) para síntesis de 

centros fierro azufre, el cual es más parecido a lo que se encuentra en bacterias, y 

también se estableció que la síntesis de los centros Fe-S se lleva a cabo 

preferentemente en el citosol, y en mucho menor medida en el mitosoma (Ali et al, 

2004, Ali y Nozaki 2012). 

 Es importante puntualizar que en los primeros 60 min de incubación en 

normoxia después de someter a los parásitos al O2, aun cuando la PFOR inicia su 

recuperación, el flujo hacia etanol no se ve favorecido sino hasta que la ALDH-ADHE 

se recupera después del minuto 60, en el cual además de incrementarse la 

producción de etanol disminuye el flujo hacia acetato (Fig. 3.4).  Estos resultados 

sugirieron que tal vez la PFOR no ejercía un control importante en la producción de 

etanol, no así la ADHE, cuya reactivación propició la recuperación en el flujo hacia 

acetato. 

 La ADHE es una enzima bifuncional que posee actividad de aldehído y alcohol 

deshidrogenasa en dominios catalíticamente independientes (Bruchhaus y Tannich, 

1994).  En el dominio de ADH se encuentra un sitio de unión a Fe2+, el cual puede 

ser blanco del estrés oxidativo.  Se ha reportado que para que la enzima tenga 

actividad de ALDH es necesaria la integridad de los dos dominios y del sitio de unión 

al metal. De hecho´, al separar ambos dominios solo se mantiene activo el dominio 

de ADH y mutaciones en este dominio afectan también la actividad de ALDH 

(Espinosa et al 2001).  De manera adicional, la ADHE se ha identificado como una 

proteína que une a la holotransferrina para internalizar hierro del medio extracelular 

(Reyes-López et al, 2011).  Por lo tanto, la ADHE está involucrada en el metabolismo 

del hierro esencial para el crecimiento del parásito, y es susceptible al estrés 

oxidante.  
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3.7 Conclusión 

 De acuerdo con estos resultados, la PFOR es de las enzimas glucolíticas con 

mayor actividad, junto con la TPI y la PGK, y aún cuando se inhibe drásticamente por 

O2, la actividad remanente es todavía suficiente para mantener el flujo glucolítico.  

Esto sugería que la PFOR podría no tener un alto 𝐶𝑎𝑖
𝐽

 sobre el flujo glucolítico en el 

parásito. La disminución en la producción de etanol en amibas expuestas a O2 se 

debe a que a la par de la PFOR se inhibe la actividad de ALDH de la ADHE, lo que 

afecta el flujo de la vía.  Estos resultados sugieren que la ADHE podría tener un alto 

coeficiente de control en la vía.  Estas hipótesis fueron analizadas determinando los 

coeficientes de control de flujo de estas dos enzimas. 

 De manera importante, la PFOR y la ADHE son los principales blancos 

glucolíticos del oxígeno y las EROS, por lo que pueden funcionar como marcadores 

de estrés oxidativo. 
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CAPÍTULO 4. DETERMINACIÓN DEL COEFICIENTE DE CONTROL 

DE LA PFOR  Y LA ADHE SOBRE EL FLUJO GLUCOLÍTICO EN 

CONDICIONES AERÓBICAS 

 

 Una de las estrategias para determinar los mecanismos que controlan el 

metabolismo de la glucosa en E. histolytica es aplicar los fundamentos del MCA para 

determinar los coeficientes de control del flujo (𝐶𝑎𝑖
𝐽

) para cada una de las enzimas 

involucradas en dicho metabolismo.  Al respecto, nuestro grupo de investigación 

reportó el primer modelo cinético (computacional) de la glucólisis amibiana que 

incluye las ecuaciones de velocidad desde la HK y PPDK (Saavedra et al 2007).  

Debido a la escasa información cinética de la PFOR y la ADHE, estas no se 

incluyeron en dicho modelo y por lo tanto el bajo 𝐶𝑎𝑖
𝐽

 que se reportó (1%) podría 

haberse subestimado.  Sin embargo, debido a la relevancia de la actividad de la 

PFOR y ADHE como posibles limitantes del metabolismo energético en condiciones 

de estrés oxidante demostrada anteriormente, surgió la necesidad de realizar un 

análisis cuantitativo para determinar el grado de control que tienen estas enzimas 

sobre el flujo glucolítico en condiciones aeróbicas.  Por lo tanto, además de 

determinar el 𝐶𝑎𝑖
𝐽

 de la PFOR, que se propuso como el objetivo inicial de esta tesis, 

ahora se incluyó la determinación del control de la ADHE, ambos en condiciones 

aeróbicas.  

 Los resultados obtenidos se publicaron en el artículo: 

The bifunctional aldehyde-alcohol dehydrogenase controls ethanol and acetate 
production in Entamoeba histolytica under aerobic conditions. 

Pineda E, Encalada R, Olivos-García A, Néquiz M, Moreno-Sánchez R, Saavedra E. 

FEBS Lett. 2013. 587(2):178-84. Factor de impacto 2012 =3.58 

 

 A continuación se resumen la estrategia experimental y los resultados 

principales del trabajo. 
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4.1 Estrategia experimental general 

 

 Trofozoítos amibianos se cosecharon y lavaron con solución PBS (137 mM 

NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4 pH 7.4). Se resuspendieron a 

una concentración de 1x 106 parásitos/ mL en PBS equilibrado con aire (0.16 mM de 

O2 a 37 °C y 2240 m sobre el nivel del mar) suplementado con 10 mM de glucosa. Se 

tomaron alícuotas de 1 mL de la mezcla, se colocaron en tubos Eppendorf y se 

incubaron a 37°C en presencia de 0.1 µM de DPI por 0, 10, 20, 40 y 60 min para 

titular la actividad de PFOR o con 0.05 µM de disulfiram por 0, 10, 20 y 30 min para 

inhibir la actividad de ADHE.  Se tomaron 6 tubos para cada tiempo, se centrifugaron 

para eliminar el buffer con el inhibidor y el precipitado celular de dos muestras se 

mezcló y se trató para obtener el extracto citosólico (utilizando la metodología 

descrita en el capítulo anterior) para determinar la actividad de PFOR o ADHE.   

 El resto de las muestras se utilizaron para determinar los flujos de la siguiente 

manera.  A dos muestras se les adicionó 1 mL de PBS normóxico suplementado con 

glucosa y se realizó la extracción con ácido perclórico para determinar la  

concentración de etanol y acetato  en el tiempo cero. Las muestras restantes se 

resuspendieron en la misma solución amortiguadora de pH se incubaron a 37 °C por 

30 min; al final de esta incubación se recuperó el sobrenadante, se extrajo con ácido 

perclórico y se determinaron los metabolitos etanol y acetato de acuerdo a la 

metodología descrita (Saavedra et al, 2007). Las muestras control no incluyeron los 

inhibidores y se trataron de igual manera. Para la determinación de los metabolitos 

glucolíticos se utilizaron 20 x106 amibas  control o tratadas con los inhibidores.  
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Fig 4.1 Estrategia general del estudio.  
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4.2. Resultados 

4.2.1 Estrategia de inhibición de la actividad enzimática 

  

 Para determinar el coeficiente de control de flujo de una enzima es necesario 

variar su actividad en la célula y en paralelo medir el flujo de la vía metabólica.  De la 

gráfica de flujo versus actividad enzimática se calcula el 𝐶𝑎𝑖
𝐽

 (Fig. 1.6) (Fell, 1997; 

Moreno-Sánchez et al, 2008).   

 Una estrategia experimental para variar la actividad de una enzima es a través 

de la utilización de inhibidores específicos, con la condición de que estos inhiban 

únicamente a la enzima de la cual se está determinando el coeficiente de control o 

alternativamente, que no inhiban a otras enzimas de la vía que se está analizando en 

las condiciones experimentales en las que se está haciendo el análisis y además que 

no afecten la viabilidad de la célula.  Por lo tanto,  la primera tarea para cumplir el 

objetivo era encontrar compuestos que inhibieran preferentemente a la PFOR o a la 

ADHE y encontrar las condiciones en las que no se afectaran al resto de las enzimas 

glucolíticas amibianas.  

 Como se describió anteriormente en el capítulo 3, el DPI es un inhibidor 

potente de la PFOR.  En la figura 4.2A se muestra la cinética de inhibición de la 

PFOR en amibas expuestas a diferentes concentraciones de DPI; el compuesto 

inhibe a concentraciones submicromolares, con una IC50  es de 0.62 µM a 60 min de 

incubación.  Además se determinó que el DPI es un inhibidor irreversible de la PFOR 

amibiana (Fig.1B del artículo); esto es importante para la determinación del 

coeficiente de control de la enzima pues es necesario que la actividad inhibida se 

mantenga constante durante la medición de los flujos metabólicos. Se seleccionó la 

estrategia de incubar con 0.1 µM de DPI por 60 min debido a que en esta condición 

no se afectan el resto de las enzimas glucolíticas, además de que la viabilidad celular 

se mantiene en 90%  a lo largo del experimento.    

 En el caso de la ADHE se ensayaron diferentes inhibidores de 

deshidrogenasas (gosipol, pirazol, disulfiram) a diferentes concentraciones y tiempos 
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de exposición; sin embargo, todos estos inhibidores afectaron en mayor o menor 

medida a la GAPDH, que es otra deshidrogenasa presente en la vía glucolítica.  El 

menor efecto sobre la GAPDH se observó al utilizar disulfiram. Se decidió trabajar a 

una concentración de 0.05 μM DSF, la cual equivale a la IC50 para la ADHE; aunque 

no se alcanzaba una total inhibición de esta enzima, esta concentración inhibía en 

solamente un 17% a la GAPDH (Fig. 4B y Tabla 1 del artículo). Es importante 

mencionar que la viabilidad de los trofozoítos se mantuvo por arriba del 85% en estas 

condiciones. 

   

 

Figura 4.2. Efecto del DPI y el disulfiram sobre la PFOR y ADHE, respectivamente.  

A) Cinética de inactivación de la PFOR de extractos amibianos con diferentes concentraciones de DPI. 
B) Cinética de inactivación de la ADHE en presencia de disulfiram (DSF) por 30 min. 

 

 

B 
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4.2.2 Determinación de los coeficientes de control del flujo glucolítico 

 

 Una vez establecidas las condiciones para lograr la inhibición parcialmente 

específica de las enzimas de interés y establecer que en estas condiciones los 

inhibidores no afectaran la viabilidad de los parásitos, el siguiente paso fue 

determinar el 𝐶𝑎𝑖
𝐽

 para cada una de estas enzimas sobre la producción de etanol y 

acetato.  Para estos experimentos se incubaron amibas con 0.1 μM DPI o 0.05 μM 

DSF por diferentes tiempos en PBS equilibrado con el aire (que corresponde a 0.18 

mM O2 disuelto) y se midió la actividad de PFOR o ADHE, respectivamente.  A cada 

grado de inhibición se determinaron el etanol y acetato producidos para calcular los 

flujos de síntesis de estos metabolitos.  Con estos datos se construyeron las gráficas 

de actividad enzimática contra el flujo de la vía (Fig. 4.3).  Los 𝐶𝑎𝑖
𝐽

 corresponden a la 

pendiente del ajuste en cada una de las gráficas.  Los coeficientes de control 

obtenidos se muestran en la Tabla 4.1.  
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Figura 4.3. Determinación de los coeficientes de control de la PFOR y la ADHE sobre el flujo glucolítico.  

Trofozoítos amibianos se incubaron en presencia de DPI 0.1 μM (A y B) o disulfiram 0.05 μM (C y D) por diferentes tiempos. A cada punto se 
determinó la actividad de PFOR o ADHE y los flujos hacia etanol y acetato. 
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Tabla 4.1. Coeficientes de control de la PFOR y la ADHE hacia la 
síntesis de etanol y acetato en condiciones aeróbicas.  

Enzyme CJetoh
ai CJacetate

ai 

PFOR 0.072 ± 0.015 0.09 ± 0.03 

ADHE 0.33 ± 0.13 - 0.19 ± 0.08 

Promedio ± DS de la regresión lineal de las gráficas de la Fig. 4.3 

  

 Los resultados indicaron que la PFOR controla menos del 10% la producción 

de etanol y acetato, en contraste la ADHE ejerce el 33% del control hacia la 

producción de etanol y el - 19% el flujo hacia acetato; este coeficiente de control 

tiene signo negativo porque la ADHE compite con la acetato tiocinasa por la acetil-

CoA que se genera en la glucólisis, representando así una fuga hacia la producción 

de etanol. 

 Finalmente se analizó el efecto de la inhibición de cada una de estas enzimas 

sobre algunos de los intermediarios de la glucólisis amibiana (Fig. 4.4).  La inhibición 

de la PFOR conduce a la acumulación de 2.5 veces la concentración de G6P, 50% 

de incremento en F6P y 2 veces incremento en el piruvato; de manera relevante, 

esta inhibición no afectó los niveles de ATP.  Por otro lado, la inhibición de la ADHE 

condujo a una mayor acumulación de los intermediarios (4.5 veces G6P, 60% F6P y 

3 veces piruvato) y de manera relevante, la inhibición de la ADHE sí provocó la 

disminución en la poza de ATP a cerca del 50%.    

 Estos resultados indicaron que contrario a la hipótesis planteada para la tesis, 

en condiciones aeróbicas de normoxia, la ADHE controla más que la PFOR el flujo 

glucolítico.  
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Figura 4.4: Concentración de metabolitos en amibas incubadas con DPI o disulfiram.  
Las amibas se incubaron con 0.1 μM de DPI por 60 min o 0.05 μM de disulfiram por 30 min a 36 °C.  
Las concentraciones control fueron G6P 2.81 ± 0.75 mM, F6P 1.04 ± 0.18 mM, piruvato 0.87 ± 0.4 y 
ATP 2.74 ± 0.88 mM. 
 
 

 
 
 
 

4.3. Discusión 

 

 Los resultados iniciales de este trabajo doctoral indicaron que dentro de las 

enzimas glucolíticas, la PFOR y la ADHE son los principales blancos del estrés 

oxidativo generado al exponer amibas a condiciones aerobias.  Este efecto podría 

ser relevante de manera fisiológica cuando las amibas están invadiendo tejidos y se 

exponen a concentraciones de oxígeno mayores a las que se encuentran en el colon 

(38.3 μM en hígado y 65 μM en mucosa gástrica versus 15 μM en el colon) (Jiang  et 

al, 1996;  Vaupel P et al, 1989;).  El efecto estresante del oxígeno va a depender del 

tiempo de exposición.  Al respecto, se ha reportado que en las etapas iniciales del 

modelo del absceso hepático amibiano en hámster transcurren al menos 6 h a partir 
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de que las amibas se inyectan por la vena porta del roedor para que se forme el foco 

isquémico (Olivos-García  et al, 2003).  En este lapso se sabe que la supervivencia 

de los trofozoítos se ve drásticamente comprometida y uno de los factores que 

podrían estar involucrados en la eliminación de los parásitos es el estrés oxidante al 

que están expuestos. .    

 Estos hallazgos resaltaron la importancia del efecto del estrés oxidativo sobre 

la supervivencia y probablemente sobre el metabolismo energético amibiano.  Debido 

a lo anterior es que se consideró relevante determinar el grado de control de la 

PFOR y la ADHE sobre el flujo glucolítico, ya que en condiciones aeróbicas estas 

enzimas podrían ser limitantes debido a su potencial de ser inhibidas por EROs. 

 Los resultados del MCA indicaron que la ADHE ejerce un control significativo 

hacia la producción de etanol (y en menor medida en la producción de acetato) 

mientras que la PFOR tiene menor control del flujo glucolítico.  Estos resultados 

concuerdan con los hallazgos descritos en el capítulo 3, en donde al someter amibas 

a condiciones suprafisiológicas de oxígeno se inhibe preferentemente la PFOR (90%) 

y en menor proporción la ADHE (68%).  Sin embargo, aún cuando las células 

gradualmente recuperaron la actividad de la PFOR no se observó el restablecimiento 

inmediato del flujo hacia etanol, y es hasta que la ADHE inicia su reactivación cuando 

la velocidad de producción de etanol empieza a restablecerse.  

 Todo lo anterior se explica cuando se consideran las velocidades máximas de 

ambas enzimas en los extractos amibianos.  La PFOR, junto con la triosafosfato 

isomerasa (TPI) y la 3-fosfoglicerato cinasa (PGK), es de las enzimas glucolíticas con 

mayor actividad (1000 nmoles/min*mg de proteína celular).  A pesar de que se inhibe 

en un 90% en células expuestas a concentraciones suprafisiológicas de O2, la 

actividad de PFOR remanente es superior al flujo glucolítico de etanol determinado 

en condiciones aeróbicas (26-17nmoles/ min*mg proteína celular).  En contraste, la 

actividad de la ADHE en extractos se encuentra alrededor de 80 nmoles/min*mg de 

proteína, por lo que la inhibición de la enzima a un 50% quedaría en valores 

cercanos a los del flujo glucolítico.   
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 Aunado a lo anterior, al inhibir a la ADHE se observó un incremento mayor en 

las pozas de hexosas fosfato y piruvato y la disminución en la concentración de ATP 

mientras que para la PFOR, aunque las hexosas y triosasfosfato aumentaron, los 

niveles de ATP no cambiaron de manera estadísticamente significativa.  Todos estos 

resultados apoyan la conclusión de que en condiciones de estrés oxidante la ADHE 

controla más que la PFOR. 

Recientemente se estableció que la capacidad antioxidante amibiana puede estar 

relacionada con la virulencia del parásito (Santos y Olivos-García, manuscrito en 

preparación). En cepas de E. histolytica no virulenta y E. dispar la capacidad de 

contender contra las EROs generadas durante la exposición a O2 es menor que en la 

cepa virulenta de E. histolytica. En las cepas no virulentas la actividad de PFOR se 

inhibió de manera irreversible, no así en la cepa invasiva de E. histolytica, en donde 

aún cuando la inactivación de la enzima se llevó a cabo, el daño no fue tan severo 

como para hacer irreversible el proceso. Estos resultados sugieren que la PFOR 

puede funcionar como indicador de estrés oxidativo.  

 Debido a que la ADHE no se encuentra en el hospedero, se puede proponer a 

esta enzima como un sitio adecuado de intervención terapéutica basado en su 

participación relevante en el control de la glucólisis amibiana.  Al respecto, se ha 

estudiado el efecto de compuestos derivados de cicloalcanos que inhiben in vitro a la 

ADHE a concentraciones menores a 50 μM y que inhiben el crecimiento del parásito.  

(Espinosa  et al 2004). Desafortunadamente no se ha determinado si la inhibición es 

específica para ADHE, por lo que no se puede descartar que en el efecto sobre la 

viabilidad contribuyan otros procesos. 

 

4.5. Conclusión: 

 

De acuerdo con nuestros resultados, la PFOR es de las enzimas  glucolíticas con 

mayor actividad, junto con la TPI y la PGK,  y aún cuando se inhibe drásticamente 

por O2, la actividad remanente es todavía suficiente para mantener el flujo glucolítico, 
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por lo que esta enzima puede no poseer un alto 𝐶𝑎𝑖
𝐽

 sobre el flujo glucolítico en el 

parásito. La disminución en la producción de etanol en amibas expuestas a O2 se 

debe a que a la par de la PFOR se inhibe la actividad de aldehído deshidrogenasa de 

la ADHE, lo que afecta el flujo de la vía, por lo tanto se puede suponer que esta 

enzima posee un alto coeficiente de control en la vía. 

La PFOR y la ADHE son los principales blancos glucolíticos del oxígeno y las EROS, 

por lo que pueden funcionar como marcadores de estrés oxidativo. 
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4.6. Artículo: The bifunctional aldehyde-alcohol 

dehydrogenase controls etanol and acetate production in 

Entamoeba histolytica under aerobic conditions 
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• Gn~notinJ~. _,~ D~,o <1< DiD<¡uimia., "" ti""" Noc_ 
~l <k C",lioloJio !¡norio a..;:"">.¡",,, u...di.no 1«0. 1 Cd.. ~ >YI. ThIpon, 
lI«rico D r. l"" O.Mm... 

E ..... 1 aOdr<", <mmA... .... ..mo2OO""",.h=c<D. ( l. 5uv«lr.) 

l ive ly. funhenoor ,,- a meb.a , lad< lacr:al e de ll)'i rogroa, . afld t he 
pyruvar . dehydrogroa,e complex, Il or do t hey ha .... pyrlNlll. 
decarboxyla '" a , yeam . I"'l.ad , p)'"wal. ( I'yr) i, oxidal ively 
decarboxylal.d l o a MyI-<:oA a lld Co,. by pyruvale: I"""doxin oxi­
do< educra,e (1'fO R. F e. 1.27 .1 ) [3 ,7) wIIer. l he ",duct:iv. e quiva -
1001 , are transf",,,,d lo I",mi ma n. A~.I~ -CoA ca.-. be eooverted 
l o elhaflOl (etOH) by lhe a ction of a b;(u l\Cf: ional a ldetr¡d. ---ahl llol 
dellydrogma, e (ADHE, Fe. 1.2.1.1 O 1.1.1.1 ) [3,7[. w hidl eoo,ume, 
1'M} NA [J H mo/eeules pe r etOH p<odue. d. rege .... ralin¡: lhe NAO' 
moiely .... ce' '''- ry for ronlinuoo , ¡:lyco/ytic Hux. Ah ernali ..... y, 
acelyl--CoA can a l", be transformed lo a M ale b y t lle AO P-form;"g 
acelyl--CoA ')lIll heta '. {AcCoAS, E. e 6.2.1.13) [3 ,S] in a rea ct o>n 
lhal produce, oo. mol of ATP per mol of formed ac. tal . [3 [ 

Eao1y "'pon, [S,9] est.a.b1i<h ed lhal under a.-.aerobic coodilioos 
(No, almo,p/I""' ) lhe maj or md-p rodu ct' 01 ¡:Iyeoly,js in moooxe­
nic ameba, w.'" !>n.: etO H afld 33r. a M at e (etOH product ion nI. 
of 5.7 lIffiol e, /minx mg p f"Otl! ill, alld acetal e product:i on <al e o/ 
21 flffiole , /m;" xmg prote;"). 111 rontra<l. u llder aerobic coodilioos 
(bu ffer equil ib<al ed willl air al 37 OC) , lile", <ale, _ re ;"verted 
and acelale prodUcr:iOR wa, favo<ed (acetal e 3.5 nmole,/mill xmg 
prole;" ; . tO H 1.7 nmo/e '¡min xmg prolei n: re:arn laled rrom [S] 
a" uming t llal 1 x 10" am eb.a, . qual, 1 mg or prote in a , deseribed 
befo", [1 O)) . later, m e "'-me groop demonSlraled m al ,""m ie ame -

OOl 4---'~J$.3fi-"" .. ,''U f «l«. tion d __ '" lIiDch<micd ,_". h bli!b<d by n~« . ..... lIII. . iJlru , .... "'<1. 
hUJ>'IJd<.doi..<q/1 a. l " ' <li !~h<i« .""l '.l l <l'O 
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ha, p raduce acerale Ofl ly ufl d. r aerobic eOfldt iofl, [9). Re<:e lllly, 
""'" r. portOO lhal a ft",. expo,ur. l o a ,uprap hl" iologica l Ü;¡ COfICe fl­
ualOO (O.63 mM for 30 mifl) ameba , o¡f-¡ owOO dee",a,ro e1:0H 
(_ 31m remaif)jflg) a fld ifl crea,ed (40Y.) acetare COfll ool, du riflg a 
recoveIY peri ad o f !iO---90 mifl eompar. d lo romrrn a meba, INilhoul 
>I r. " . Ttt",e rnaflge, w .re COfl''''I ue""" C>f PFOR afl d ADHE iflhibi­
li o" ifld uced by lh. reactive oxyge" >pro", ( ROS) gl' fl eraled u " der 
'iUeh co"dilioo, [11 ,121- Allhoug h l h",e ,lUdie, a llo""",d u, l<> 

dele rmi"e l he effecr, 00 ooergy mela!>ol i, m of a >lroflg a.-.d acure 
oxicIalive-, I",,, cofl diloo, 'iUeh hig h O, ronce mraliofl u,ro i, " 01 
foofl d ifl liviflgl i,,,,,,,, or in in virro expe rimelllaliofl. n..,refo"" il 
""", cofl> ide",d fl e<:e,>aIY lo . xplore l h. effect of afl oxidaM rofld i­
lio" ,ueh a, l hal fOU fl d irl tri Yi tro ~xpe rimel\l , (~. 18 m M Ü;¡ COfl­
eooualoo) 10 delermirl e h ow l he oo""gy m era!>ol i, m " aftectro 
a fld lo id.l\lily ....t. id-. palhway com püflelll colllrol, lhe aCe1:are 
a fld e-tOH formariofl u Mer 1 his a erobie COfldilio fl 

By a pplyi.-.g lhe fUMamool al, af merabolie COfllrol a fla ly,;, 
(M CA) t ca fl be qua M'lal'...,ly delermirl ed l he degr"" af cofllrol 
!hal a" ifldividua l eflzy me exert, Ofl a palhway tl lJX, namely lhe 
flux roMrrn co.ffieiool (c!. ). Th e el .. va l"", r",,""OOI me im pact 
O" l he par h"""y tluxU) o( ,Iighily ct-.a"g'''g lhe act ,vly (a ) of o"ly 
O"" C>f il, rozym", ( t) in lhe ",,1; lh"" a el .. val ue of 1 m ea.-., t hat 
me e" Z)'m e tora lly colllrol, t he palhway tl lJX afl d il r"" r",ool> lhe 
O"" afl d Oflly ra le -limiliflg >le¡> of lhe palhway (f()( a revi_ O" 
MCA a" d il, app licat io", , ee [13)). Howew r, MCA ,lUdie, hav e 
de mot\ >l rated l har t he colllrol af a pal hway fl ux is , harOO i" d iff",.­
efll degre", a m o" ",l all lh. pat h"""y e" Z)'m e, [13[ 

To determirl e phl"iologica l mea"'''gful 0' .. vabes u Mer a par­
lirolar mera!>ol ie ,lale, lhe oozyme act ' '';ly i" l h e eell ha, lo be t i­
ualro a M in parall e l lhe ,leady-,rate palhway tl ux ha, to be 
dele rmi"ro . Fr()ffi plOI> o f palhway fLox ver>lf, oozyme act i,,;ty, 
me 0',,; cafl be calro latOO from t h. derivat iv e at t he poim C>f iMerest 
(w ild typ . oo zym e act iv ily lev el) O". af l he MCA , traregi. , to 
d~{ermi"e {h~ ~; is tc' l trat~ wilh speci tic i"híb lol'> lh~ erlZ}Ml~ 
activity ifl l h . cell [131- Allhough t hi , '>l rategy ha, beoo ""cce,,­
fully u""d ifl , ,,,,eral ce . type, lo dele rm"'. lh. el .. of ""eh r "'pira­
tory COfll{l lex ov",. oxidar ..... pho, ph0IYalioo (An' ' Yfllh "'i'j [13), 
t h" s:tral.gy ha, fl O! bero ",ro for glyroly, i, be:::au", of lhe lad: 
ofi"hihilor> lhar specill cally target """ glyrolyt ie ro zym e INilhout 
a ft. ct"'g lh. "' >1 af lhe pathw ay . " zyme, aM trafl '¡:ort "", . R. ­
eooú y, it wa, del erm,,,,, d lhal diph."ylooeiodooium ( DPI \ a " 
iflh ibt()( of elecr ro,,--tramport ehaifl flav o-oozym", ,""b'l, Tl"irn­
ornonas vagtna~, I'FOR [14), ....t..rea ' l.ua .... y lth' ura m di""lllde 
(d i"" lfiram; DSF) i, a pot el\l inhibilor af al dehyde afl d a lcohol 
de~dr ogl' .-.a"" [15). Ttt"",f()(., DPI afl d DSF cafl be u,oo a, , pe­
ei/i e iflhibi!()( , to det ermifl e t h. fl ux COfltrol roe ffi ",ool' af lh",e 
giy rolytic e nzy me'-

Ifl t he pre"'lIl ,ludy we rep<H'l lhe det.,.. miflat 00 C>f t he cofllrol 
coeffi eiefll , of I'RlR a M AD HE 00 lhe tl lJXe, af etOH afld aCe1:are 
f()(mat iofl '" a meba, ""bj . ct.d to m oderate aerohie COfldiliofl> . 
The aerobie con.d 'lioo wa , , elected becau,e w he" lhe para"le, 
are ,,,,,,,di"g lhe coloo adjaeel\l t i",u", or i" in Yitro expe rimeN: , 
....t."", a ir--equ, li!>rared ,ollll iom are u""d, lhey become .xpo, ed 
to afl . " ";ro,,meN: wilh a hig h",. Ü;¡ cooc.l\lralioo l hafl l hat foofld 
ifllhe mieroa.roph~ ie m~i.u fro m w h ich t hey migra le. Siflce PFOR 
a"d ADHE are lhe e"Z)'me , with hig her 'iUscepl ,hil ty to damage 
cau""d by oxygro '>lre"" lhey ca" compromi,.lhe roet'&Y met ab -
05,m C>f t h. para,l • . 

2. M,U .. ria.Is and mubods 

2 .1. R ~agrntt and cllemicais 

Di , lIlllram a fl d DPI ehlori de w"'" fro m SIG MA (SI loui, MO, 
USA). AII other r eagl' l\l , f ()( e llzy me activily an.d me1:abolte de1: ",.­
minat io" w ",.e of a.-.al)t ical grade 

2 .2 . Am~b"" 

Virlll .N: E. 1I¡,ru/y lim trophOZ()' les of lhe HM:1: IMSS >l rai" w ",.e 
i",lal.d f rom .xperimel\!aUy in.d uced amehie li..., r ab,e",,,,,, '" 
ha m >l.,..,a.-.d cu ltu rOO ," TII-S-33 me diu m a, previoo,1y d",,,,ibed 
[16). Th, procedu", wa, routifl ely r",,""led .veIY four wee i:, lo 
ell , ure a , rabi • ..,iruleN: p ..... OOly"" . Before U"" , lh e para , te, w ",.e 
harv"'tOO al 450xg a fld wa o¡f-¡ ed lwice wth pho>phat. buff",. ,ali"" 
( I'GS; 137 m M NaC ~ 2.7 mM KCI, 10 mM Na.HPo., 2 m M KH.I'O.) 
alpH 7 .4 

2 .3 . In Yivo rnzym~ Cirralion "",ay' 

Am eba, w"'" ,uspooded at a de ll, il:y o( 1 x 10" pe r mi irl aero­
bie {a'r-.qu~ ibral.d) PtlS ,upplemel\!OO wl h 10 m M gi uco"" (PB5-
G buff.,..; 0.18 ± O. O~ m M O;, COII ""lIlrat iOl\ al 3 6 "C afl d 2240 m 
alt itude ; n - 3). Sampl. , of 1 mi were pourOO il\! o eppeMorf lubes 
alld irl rohal ed a l 36~ ifl l h . pre, ence of elh er 0.1 ~ DPI for O, 
lO, W, 40 all d 60 mirl lo t itrate PFOR act ivty, or 0.05 ",M OSF for 
O, 10, 20 a n.d 30 mili to U rale ADH E activity. At leaS! ,0< lubes 
w.re remov.d al l he '"dical.d t im." 011 . pa ir o( >ample , w ",.e 
pooI.d 10gl't her ....t.",."", t he CIlhe r> w"'" i:""t in.dividua l a fld a U 
t he {ubes """, re celllrifug.d lo r.move t he ,"hihilO"- 11>e eel lu lar 
""Ilet fr()ffi t he pooled o;a mpl., wa, proce"ed lo obtaifl cyto",li e 
exl ra ct, f()( eflzyme a ct'vity delermirlalioll , a , des eribed !>eIow. 
Th . CIl h",. tube , """, re proce ,<ed for palhway fLox de1:ermi""tioll 
a, folow, . Th. ce U, ifl lwo tube, w"'" r. -'iU, proded ifl 1 mi of 
PBS-G an.d imm.dial.1y .xtractOO w 'lh ""rch loric acid for fu rt her 
a""tat. afl d e!O H det.rmillalioll (r- Oj. Th. cell, from afl olh. r pa ir 
oh ub", """' ''' re -,,,,,,,, n.ded ifl a , jmi lar fa o¡f-¡ioo afld illl:ubaled for 
30 mi" at 37 OC; t h.reafter, lh. o;.ample, """,re eel\lrifugl'd alld 1 ..... 
'up.roalalll recov erOO for m e1:abolte dele rmifl.al ' <Ifl. Similar <e ri ", 
oft ubes were proc",,,,,d '"1he ab <eoce of t he i"",hilor a " d u,oo a, 
cofllrol al ellZ)'m e activit ie, afl d !luxes. At l h e elld al ""eh iocuoo­
tioll protocrn , lhe eel l v iahility wa, del.,..m,,,,, d by Trypa ll blue 
exd u,ioll 

2.4. lhz)'mt arnYil:)' ~rmninaCio", in amrbai C)'tII, olicjh:"n:lM 

To de1: ",.mi"" lh. glycolyt, e a"d AcCoAS enzym. act 'V' I' ''' of 
a m eoo, 'iUbjected to aerobie eOlldiliofl >. t he ce ll, """ r. harve >led 
a ll d re- ""spelld. d ill afl "'Iua l w Lme C>f Iy '" buffe r (:lS m M 
Tri ,-HC ~ pH 7 .6, 1 mM EDTA pH 8.0 , 5 m M d ilh'CIlhreil:al afld 
1 m M p hefl~methyl ,ulfollyl " uoricIe) all d lhe act ivty de-termirl ed 
uMer aerobic eOlldilioo, a, p reviou,ly describe d [10,12). For 
del ermi""lioll af I'RlR afld ADH E act,v l ' ''' , lh. Iy, i, buffer (w h ich 
wa, 'iUpplemrol.d wil h de1: .rg et\t for PFOR determi.-.alioll \ Iy,; , 
procedu", aoo oo zym. act,v ly m """"rem ool, were coMucted 
uMer ",ductive COfIdil,om aM a N, almo,ph"", a , d",eribed be­
f()(. [12). ADHE activity wa, determirl ed a , des eribed .I' • ....t.",.e 
[12) u,'"g o;.atu rat iflg COfleootral i()flS of acetyl-CClA afl d NADH a, 
,ubstrat", but i" lhe ab, ell ce of pyrazol. Si"ee th e activily wa, 
del ermi"" d u fl d",. illit ial v.locit y rofl dit ' oo, (ifl lhe ab, ell ce of 
product,) ma illly lh e ald ehy de d .... ydroge.-.a' e activ ity wa, 
""al uat.d 

Melabo lit'" (gluco",,--&-pho, phale, G5I'; fructMe--6--p/l osp hat . , 
F6P; I'yr afl d AT P) w er. de1: ",.mi""d u, illg 20 x 10~ trophOZ()' les 
of rol\l ral a meoo , o r .xpo<ed !O t he i""ihilOr>. Sample , w ",.e tr"'-­
tOO afl d met abolil'" quaN: ified a , d", ,,,ibed b .t()(e [10). For 1 ..... 
e'>l imatio" af t he melabol'l e illlracel lula r molar cooce lllratioll', it 
wa, as>um OO t hat a m .hal lrop hozoil. ' have a ll ifltracelular wate r 
..,olum e of 20 JlI per 10' cell, [101 
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'" 
2_6. Emanol ond arrtar. mm;urrmmt 

Sample, fmm lhe differefl! condi¡;on5 were extractN w t h 
pe,c!>lo'ic acid and nNtralized as de,c,il>ed before [10] _ Acetat. 
wa, de1:ermined as de,c,i!>ed el",wl>ere [12] . Ethanol was dete,­
minN in fihred acid extracts using a gas chromalügraph GC 
2010 (Shimadzu; Kyülü, Japan), "'luippN wi¡h an HP-rLOTjU 
fU'N ,jliea cap~lary COIUffifl (dillinyll>enzene¡ethylene glycül 
dimelhacrylale, 30m x 0.32 mm x lO,.,m) (Ag~efl!, sr Lou;s MO, 
U~) 

3.R~ults 

3.1. Detmnining ch, 'P ' ciflctcy rtDPI ond DSFin/libi~ oo '" PFOR and 
ADHE ""~vi~,, in trop/IOZOiCt, 

To determine ¡he flux Cüfl!rol cüefficiefl! using ¡he 'pecific 
iflhib t o, Ural;ün approach ('NiewN ifl [13 ]). il is firsl necessary 
ID determine ¡""l ll>e int.iN!ü, affected ünly (lfIe palhway enz)ffile 
duriflg lh~ expe'imefl! 

DI'I j, a polefl! (Kj value, of1-10 ,.,M) irreversi!>le-type inh¡!>itü, 
(lf f1avin-dep"fllienl oxido-,educta"". T. vaginaH, expo",d for 2 h 
ID 10,.,M 01'1 ,oowed no detectable I""els of PFOR activity [14[ 
In a ,imilar fa,hion, E. ht;¡oIyriro troplwwite, expo,ed to ",l>mi­
cromolar 01'1 concentratioo, ,oowed a time-dependefll PFOR iflac­
tivation{ F;g-. l A). The ",11 vial>il t y atthe h;g-he't OPI cOfICefllration 
wa, S4% aflli 75% after iflcubation> of 50 and 90 min, respecti""ly 
The experimental condition of1 h incubationwith O.l,.,M OPI wa, 
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~ 
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Q 
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" '" " " " " DSF (,.M) 

,elected becau,e PRJR activity can be reliably titrated w t hoU! 
compromising para'ite viability (remaining PRJR activity of 
25 % ! 20 w t h 90% cell viabi~ty). U'ing this inhibitor concentration 
it wa, also nece"ary to determine that at each ifICubation time, 
there wa, neither ifICrea,ed inhibition nor reactivation ofthe en­
zyme for a furrher period ofatlea't30 min, time required for path­
way fluxe, de1:ermination. IfIIi .. d, OPI cau,ed an i"""ersible aflli 
'teady time-dependefll PRJR inactillation (Fig 1 B). Moreover, un­
der thi, coflliition OPI oflly iflhib t ed PRJRactivity, ,howiflg negli­
gible effect' on the re,t of the glycolytic; AOHE aflli ACeDAS 
enzyme, (Table 1) 

The AOHE actillity in ameba, wa, titrated "";th ",veral iMibi-
10r> of NAO'-Mpmdefll dehydrogeflam sucha, zossypol and pyr­
azol. Ameba, ifICubated for 30 min "";th go'sypol di,played an le,o 
of S,.,M for AOHE ( Fig. 51A ifl 5upplementary material), ootthi, 
concentration al,o inhibited GAPDH (SS% remaining activt y, 
Jable 51 ) aflli it diminished troplwwite, viabil t y by 55Y. atthe 
end of the incubation. Pyrawl iflhib t ed AOHE "";thin the cell, with 
an le", ofO.2 mM ( Fig. 51 B) oot itarso had effect on GAPDH, ,oow­
ing 13% aflli 7% remaining AOHE afld GAPDH activitie, after treat­
ment with 0.5 mM of the iflhib t or for 30 min (Jable 52; cell 
viability wa, 7 5% atthe end of the ifICubation) Fina.y, 05F po­
tently inhibited AOHE activt y with an le", of O.OS,.,M and, 
although the inhibition wa, nDl complete at thi, concentration 
( Fig. l e), the activity could be reliable titrated{ Fig. 10) aflli the de­
gr .. of inhibition wa, constafll after the 3 O mifl period of flux mea­
,uremefll (data fIOt ,00""'-') Therefore, O.OS,.,M 05F maiflly 
affected AOHE actillity (Jable 1) and did nDl compromi", cell 
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Ji&- L [1[= 0/00 ond D~ '" ~pa ondAOOE _,,;tio' ",i1hin tM ",U,. (Al Tlrne-c",,'o d Ppa Klivi<y inhibirl", inunob" ~",",od '" rl« india.,odDIl: c"",on, .. tion' 
ü n trol . divü)" O.,. V,,", pm,dn. (J llrro""",iblo ",,<uroo/'¡'o rrolinhibirlon 'y DIl:. T",o ¡ mup' ol.,no'" "'<;0 ~",",od '" 0.1 "'" M. /'ft<; dif[<;on' timo" ono ¡ mup 
"'" pmco'<M fa immodh« ~ra d«<rrnirn.rlon ("1=0'1 wh«o.., mo 01h« "'" huvo"od, ",,,hod ",d ,o-ina"b«od in fro,h =o,k~Bs-<o fa fur1h« 30 min ",d rroR 
Klivi<y "''' <k<<=inod ,,1ho on1 01 tM in=,. tion (cirdo'l. Control Klivi<y "''' 1." .0.11 Vi"" 01 pm<tin; n _ 3. (C) inhibirlon 01 tM mII!.divi",. 'y D~ in uno'" 
in=b..<td Ior 30 mm ".;'¡' 1ho india.'od inhi,i"'r c"",ontr. rlon'. Contr" _,,;<y "''' 0.0.1 Vi"" o/,",o,dn. (DI Time-co",'o 01 ADI!! inhihltion 'y o." "'" di",dfuun 
mIIE c<x<trol _,,;<y, 0.073 .0.0 '" Vi"" 01 pm<t¡". Tho pb, ,h""" 1ho «,"¡1:< 01 drroo dif[<;on' ~p<rimon1:< (mo..n±5.D.1 
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~ _"12·o .a l' 

D33 ~ O .13 

0 _""·0.03 
_ <t.19± D.U8 

Ag . 1 B a ll d DJ. W l;en rFOR 01 AIlHE;f\ ameba' t rop/l ozc><t ... _ re 
irl"'b~e d w i¡h 0 1'1 a .. d DSF, resl'""ctiv ely, l""r~ w as a CClfm ula tioll 
(}f G61', F6I' aoo I'yr , ill pa rall'" te> a Mer""", ;" ¡he ATI' COflI:rot 
(F,&". 3 ): " """"ver, m os! Ctt t "" cha f>ges w ",e statj,tjca lty 'lig nifi car>! 
(H>ly w t.e .. AD HE w a. ü, hibit ed. 11;¡ , pan."." ot ""'tabolile eha ll&"" 
correla ted w ith th ~ higfl er c!; of ADHE 0'0''''" ¡he aerobOc fe<meNa ­
liv~ glycolyric íl ux jn E. hürolytim_ 

Th~ <es lllts de.cribed ah""" _r~ ",hemati zro ¡r> fig_ 4. ;1\ 
v.t. ¡ch ¡he ""'tabol,e rnallge. ¡"duce<! by PFOR all d AOH ¡ooibitioll 
irl a m eba, subjected te> ae robic c<>oo ;¡' o, .. a r e "'P reseflted . Com­
pared to ¡h e colltrol COfldj[ ;OIl { Fig . 4 Al 1'fOR i"hibili<HI ( Fig 48) 
prom Clled ( i) _10" ( Fig . "lA a " d El decrea ... in etO H an acelale 
flux", (repre ... flt ed by Il;e I l;¡d,,, ,,,. of Il; e arrow); ( ii) 2.S -fc>l d, 
50Yo a fl d 2-fCll d a ccum u la loo of G6 P, f 6P a fl d Pyr, r"'pecrively ; 
a " d{¡¡i ) oot .ignHieafl l decrea.e ifl ATP eofllrol (Fig. 3 ). 1" eOfltra ' l, 
ADHE i"l;¡bil i""{Fig. 4 C) ifl dueed ( i) . igfl ifica m 3 0Yo de cr""",d flux 
lo etO H aoo 15" iocr""sed flux lo aeetale (fig 2e afld D); ( ii) h ex­
o"'-phOsp!-.al'" a " d I'yr hyper-accumu lal iofl : a oo (i ii ) 501.: de­
crea"" ifl ATP COflIem (f ig. 3 ) 

Whefl ameba , leave l ile lumro of Il;e hu mafl ime'li"e a oo i,,­
vade l ile l i.sue:; t lley Il"d hig t.er OXYl:" fl eo"ceNral iofl ' (38 .3 
a " d 65 JlM ifl huma " ~v.". aoo ¡::a.tr O: m ueo, a t iss u e:; , r e:;pecrively) 
[17 ]. Rlrtlle rmore, i" I h e !-.am. t.".' . a mebie t.epa tie abs""ss m ode l, 
aft~ r am.oo..a re iflji!Cted ifllolh~ portal vei.-.. it ta te:; ar I""s:[ 6 h to 
de"" lop is eh,,", o: afl d hypoxic foei, lim~ ar w h o:h th e l rop/l ozoil '" 
iflitiate proli ferar i"" [18 [. Moreover, iI ha. bee" de1:.".mi""d l !-.at 
viru lem a m eba , I-.a "" a more robus:[ aflt ioxidafll de f"" ... com pa re.! 
to " ",,-vi ru IeN a meba, [11] a " d receNly , _ r"Porte d t hat ifl am e­
ba. , ubje cted t o a , up ra -pIly. iologiea l O~ cooceNral iofl {O.63 m M), 
I'FOR a " d ADHE """ re dra st ieally ioo¡bil~d [12] W e hyp:>t h "'ized 

, 

, 
Ji&- l _ M~bal;", =n"'ntt. ';"n' m """bol ma.b.2d ...:th l>l'I ud Dsf und", 
o«<obkco~'. On< million.,.,_ ' _ml .... ~ mcubo .. dm """bkPBS--G ; n 
th~ .b<<nc~..- P'~""''''' of 0.1 ~ DPI fa- Wmm (Pra) . oo ~ .<15 ~ l>5F f", 
'" mm ( ADllE ) .. 3 fi -c. <:0""''' m<nOOti", c<nC=.tion, (mM) ... "'~ 2 .81 • n1S 
(~ _ 3 ) ÍD"' fil': LM. ~. 18 (~ _ 3 ) lo, ft¡p , l'j¡, a .u • n.o ( n _ 3 ) ud 2 .14 • n llll 
"' _ 3 ) ÍD, ... 11'. Th< pi .. , ,~<h<o «<ul« oílh<"" Malo¡k.l ,~, (Mth lb< 
<:<c<ption d l'j¡, m D7 ",,,,=, ..,.,bo~ "" .... ~ ,~<ult, ,..;th <mly ..-0< cdl 
pc.,..,.1i<m ;, ,h""",) One--uilid Stud<nn , ...,,'" fur non--pili<d 'unpk' 
'P< G<l3 y"' .... , c<mt>ol. 

l!-.al dunflglh e,e p.".iCld . " 00.,,. oxidi ziflg eo .-.dili ""' , lh~ efl ""&Y 
m e1:aboh m of a meba. m ighl be impa ired,. wt; ieh ¡fl I h e 10flg lerm 
affect ' II>e parasil e'. , urvival abi lili es. Howeve r, .ueh hig:t. o, COfl ­
eefllral iofl ' a re " ot flOrma lly f()(f oo in Y¡Yo ()( U'ied ¡fl ill YiCro expe r­
imeN • . TIter"'or ... iI wa. releva flt {() del~rmifl e ""der aembie 
cofl dilio.-" {(U8 m M d is .,,!ved o, cofl ee fltrari",,) Ih e coNrol l hal 
II>e oxygro -iooib il ed I'FOR a fl d ADHE l-.a ve o.-.Ih e gbeo.e f.".m",,­
lat iofl fl uxe. ,,(¡I;e am eha • . 

UO¡¡ flglh e MCA qua Nilaliw a ppmach _ dele rmifled Ihal PFOR. 
de""ile bei"g .uscept ibl e 1" iflhibili"" by ROS [12] did fl ot exert 
'ig"ill ea flt cofl trol ( le .. lhafl I lW) o"" r 1 Ile glycolyt ie flux ifl a me­
ba • • ubject ed l o aer" bo: cofl dilio fl • . (fl tum, AOHE exerted . ig fli11-
eafll comrol " fl bot h II>e el OH aoo acelale tl u","" u oo .". aembie 
cofl dilio.-.. {30" a fl d 19'; ifl ave rage ; Table 2 ~ TI>e r",1 ohlle COfl ­
Iml (60'; ) must li e iflll>e react i"".I!-.a1 produ"" Pyr b lll " ot ifl l hal 
of AO::0A5. Pre!imin.ary re.ut, UO¡¡ flg II>e e la.licily a na ly. i. ap ­
pr"arn 1" dele rmifle Ih e COflIroI d is:[ ribuli" fl of a m e1:ab"lo: palh­
way [13[ SUggl'.1 I har Ih e group of rozyme. lhal COfl su me Pyr 
(wt;i eh comp ri "" , I'FOR, ADHE a.-.d AO::0A5), I-.a . a c!"'" vabe rH'.ar 
1" II>e . um ,,(¡ Ile c:'" f" r ADHE a oo PfOR obI:aifl ed I>e", (d. Ta ­
bI ~ 2) ( Erita Pifl eda & Emma Saavedra , ufl publio;l; ed re"" II. ). TI;¡ . 
, ugge>l. I l-.a llh e fl ux-COflIroI exerted by AcC"AS i, fleghgibl e 

Our p ...,.rol re.ullS i.-.di caled I har AOHE de1: erm¡"". Ih e (ale of 
Pyr ifl Ih e efl ""&Y m e1:ab"li, m of l he pa ra.ile .ubjected lo aembie 
cofl dilio.-. •. TIle rea""" " fllle I"w 1'f0 R COflI roI i, I l;al il i.lh e ... c­
o.-.d fa.le . 1 pal taw-ay efl zym e afi e r 1l'I wil: hifl Il;e cel l (rabie 1 ) 
There f" re, I'fOR ha , "wrcapaeily "wr II>e gl ucose ferm efllalivl'. 
m e1:ab"h m eve fl ufl de r a ."."bO: cofl dil io.-.. ifl wt; ieh partial iOOib; ­
loo " f l h e e flzyme eafl "ccur . Ofl l h e m l>er ha fl d,. AOHE di. play eda 
h igh .". flux -COflIroI m "s:[ p",babl e becau.e " f iI. low activ ity ifl I I>e 
eell : il ' fl ux--COfllr ol m ",ficie m va lue i. C<lffi\>arable l o Ih"se " f HK 
afl d PGAM I l-.al are I I>e eflZy me . Ihal a l"" comrol l lle g lycolyl: ie 
fI "", a. de1:ermi,-.., d by tifl e1: ie morle ~flg " hile ""I ire paltaw-ay [ lO] 

(fl E. ht<rolyrirn, AD HE i, Ih e o.-.Iy e flzy me a bl e {() 1 rafls(" rm aee1: ­
yl-CoA {() etO H al expefl"" ofNADH "xidal "'fl, l oo . t...i flg l h e pre ­
dom ina m e.-.zym e ifl ... ,,!ved ifl Ihe reg""eraloo of NAD' f()( a 
COfllifl U"U' g lycoly. i •. • " I he a meba l geflOm~ I llere a re Il ... e opefl 
readiflg frame. ( ORf') eoc"diflg f" r ADHE wt.i eh h """" ... er . hare 
98 - 1 00" .eq" roee ide fltily [1 9], wt;ieh sugge:;t. Ihal " .-.Iy o.-.e ro­
zyme is " form eocoded by 5 du pl iealed ge"" . is pre.eN ifl a m eba. 
Ofl me " Iher haoo,l h en'. a r e mafly ot t.er ORI's (" r a lc" hCll de hyd ro-­
grna.", a"d " fle f()( a " a lde hyde dehydrogefla , e ifl ameba. [ 19]. 
afl d . Clffie of Ih em !-.av e beefl ki""liea l y ehara cte ri~ed . taowiflg 
Ihe u.e of fre e a lde hyde!elO H a fl d NADI'{H ) a , .ub.trale . 
[ 20- 22[. Si""" Il;e ADHE enzym ar ic assay "",p " yed Ilere U'ied 
aeelyl-CoA a fl d NAOH a. s:ub.lra l e:;, lile effect of DSI' ioo¡bil i" fl 
wa, dele rmi" ed " fl ly "v.". Ihi, efl zym e; ooweve r, effect " f DSf 
o.-. mh er a lde hyd e " r a lcoool Mhyd",groa. es eaflfl ol be ru led our 
001 Ih eir COfll ribut i" fl {() ferm efllalivl'. gly coly'i. i . expected 1" 
be ""glig ibl e becaU'ie I h ey a ", " .-.able {() use Aee"A a •• l1bstrale 

TIle E hl<rolytim ADHE ha. afl irofl--bifl diflg d<>ma ifl I l-.al i. 
e:; . rolial (" r act iv ty [ D [ afld w h o:h may be i" ... " .... ed ifl II>e ro­
zyme ' I"'fl& i"activali"" ufl M r " xi dizi"g m .-.d il: i" flS [12] . (l. h igh 
, efl O¡¡livily {() ROS afl d t . I;¡g h m m ",1 over I he g lum, e m etaboli sm 
u ooer aerobie cooo il iofl ' m ay m mpromi.e Ih e cell ular ATP p ro-­
duct iofl a , dem " fl. tral ed by a ma rk.ed de cr""se ifl ATP coNeN 
Wt.efl iI wa, , pecill eally iOO¡bil ed by DSI'. ADHE may a l, o be iflh ib ­
il ed b y o, u ooer d o • .". p h:f'>iCllog ieally C<Ifld il i" fl' a ft.". prolClf\ged 
""p"sure {() a embio.is . • " addil iofl 1" ilS eme rg iflg re le ... a fl"" f(}f 
II>e cofllm l ()( Ih e efl ergy m e1:aboli sm of E. rnsrol}'tiru u oo.". aembie 
cofl dilio.-.., re eem ly iI ha. beefl de mofl . lra l ed Ihal AO HE i, a Iso i,,­
voiwd ifl il'Ofl "ptat e [24 [. The:;e f"",{(.( re . make Ihi, eflZy me a , uil­
able a oo ""v e! Ih era peUl ie targe1: f(}f d rug iflte""'Niofl. 

TIle presem resull ' aI:", iooi caled Ihar de'p;le l ile 15'; i,,­
erea, ed flux loward . aee1:ale u ooer aerob o: C<Ifldil: i" fl o;, I t.e extra 
ATP S:Yfllh"'ized by II>e AcC"AS ifl l he a cetale b ra "eh d"". flOl ."f-
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fil::- "'- 5<h<"",tic._< ~<bnof Iho ¡I><ri>tic"..<h_ y U. un_' incub..,«l und .. o«obk crmdi1icn~ Am<oh . incuh' M U. <h<o ~b=", d mhibir=.{o'.l wi<h ',-, .,Jo: N I 
lo,] h ( B) o . ,.;m D.D5,.Jo! O,;F lo, 30 m ;"(,:). Th<o <hkI<n<<< d <h<o 0rT0_ "'pr~" _ ,d..ti"" 11 ... ro« ' du-_h _ <=y rno.tic re..<tion._ Tb<o "'-< dlh< m<nbo lil:o 
obbre.;..ticn ,_<"'ne in rol.otiY< conc=t:r~_ l<l<T. ¡ Iu=« 1>u<po= r. Hl<. h<:<o lillu."" , Hl'I. h"",,«poo<pN.,o ¡"'m'n!.<: Cru.,.. ",,=no! ,lu=<~ GI .... ;,,' om &! 
J:\u=«: ~p, Jly"'n.ld.;hydt_3~ph..{<: DiVJ'. diliydn>l<yo<=-><ph"'ph« ; Wi, "",,,,lm<pN.,o : Pi . m..,..ruc pho ",lw:o. GI .... _. ~"urncl '" ~w..", inB uclc 

tice te> m ai " ta ;" lil e ha", . AIT leve k Tll er efore, ¡toe COfllrioo¡i(HI of 
l il e a C>!lat e braReta te> ATP .ylltll", is ",en" I<>w u rw:\.,.. aerobi c COfl­
dito:.n'-. ,".tead , a D!tat e f" rma¡ ;o" roay maillly lUn eto:... f()( d raifl­
irlg acel:y l-CoA ao::u mu lat iGf\ whicll may .Iow dOWf> l il e g lyrolyHc 
flux , , ioce mo. l ot l h e palt.way .""ctjo .. " a re phy 'ii olCtgically 
reve r'iible INit h l h e except: iofl 01 ¡ hose ofHIC a ll d l h e gl uco"" tra n s­
port ero He" ,,". AcC"A.S m ay , erve to repl ~ llis'" tlle CoA Il """.,a l)' 
for a ro mil\U ous glyrolys is _ 

Illt erest illgly, u ooala llca! accu mu lat iOfl of 1le""",--pIl (}o;p l>a tes 
a " d ryr ""'-s ob o;e rva! ill a mebas treated w it h eit he< ilSF O( ill'! 
(Fig. 3 )_ Thi , r", u lr rontrasl a! w il h Ih e baLl"ced cha"&", , ill glyco ­
Iy! ic mela!>olites ",ell ill a m eba, 'iUl>j ecte d l o 0.63 m M o, [1 1 [_ Th~ 
cha.-.ge iIl t t... m""ab olite profil ~ illd"ced by tlle ilSF alld ill'! may 

favor ;ncreasa! fI=~, t hroug h gly rolytic I>rallclle s, e.g _ t h e I\(}I\­

ox;dat;v e p rot o<e ph oo;p hate pal hwa y a ll d gluro.am;"" --6--p llos ­
pl;ale sy " t h", ;. a l tlle F6I' leve l; a ll d¡ (}r i ncr~a, ed gly rogro 
de gradal ioll al th ~ G6P I""e l. 1" t"ffi , all ;llcrea"' ;1l "')'I hrose--4 -
pI;(}' pl;ate broug k a!> ()(f[ by a ll rohaflO!d fI= t hroug'" t t... PPf' 
may met abol;cally a ffect h ~xo, e -pI; oo;p hate is om ..... se (HI'! ) a ct;v ­
ity siflO! t hi s m""al> o~te is a potent compet it;"" ;""ibitor (}( t lle 
ro zym e (K, - 5_9 I-'M) [25 ]. l.-..:l eed, ;Il crease. ill int e rme dia rie, of 
, ,,,,era I gly roly! ;c l>raoc"'es I>a "" 1>""" docu mented ;11 ameba • • ,,1>­
jected t o (}x idative Sl r"" cau sed by hy drogro peroxide and met hy l 
vi ologell [26]_ Hell ce, a 11 e llv ;rollff ... ma l st res s causillg iIl ... ib il ;Ofl of 
tlle latt er react", ll' (}f g lyrolysis may fUll ct",1l as a . iglla l fO( ca r!>oll­
. "," Ieloll s mob~;z.a t; Ofl I<> oth er ;mportall t gly roly! ;c I>rallclle . 
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CAPÍTULO 5. DETERMINACIÓN DE LA DISTRIBUCIÓN DE 

CONTROL DE LA GLUCÓLISIS EN CÉLULAS INTACTAS DE E. 

histolytica A TRAVÉS  DEL ANÁLISIS DE ELASTICIDADES 

 

 En el capítulo anterior se describió la identificación de inhibidores de la PFOR 

y ADHE que en condiciones muy controladas pueden considerarse relativamente 

específicos para estas enzimas.  Esto abrió la posibilidad de determinar la 

distribución de control de toda la vía metabólica a través del análisis de elasticidades 

y no solamente de las enzimas de la parte final de la vía, como la PFOR y ADHE.  

Estos resultados servirían para validar los coeficientes de control determinados para 

la PFOR y la ADHE por titulación con inhibidores.  Además, la distribución de control 

obtenida de esta manera se puede comparar con la obtenida previamente por 

modelado cinético (Saavedra et al 2007) para establecer la validez de las 

predicciones del modelo que se construyó.   

 Los resultados de este trabajo se incluyeron en el artículo siguiente (en 

preparación, ver ANEXO) 

In vivo determination of the reaction steps that control the glucose catabolism 
in Entamoeba histolytica 
Erika Pineda E, Encalada R, Vázquez C, Néquiz M, Olivos-García A, Moreno-Sánchez 

R and Saavedra E. 
 

  A continuación se amplía la información sobre los fundamentos del 

análisis de elasticidades para una mejor comprensión de esta sección.   
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5.1. Introducción al análisis de elasticidades  

 

 El análisis de elasticidades es otra estrategia experimental utilizada en el MCA 

para determinar la estructura de control de una vía metabólica.  El coeficiente de 

elasticidad se define como un valor numérico adimensional que representa la 

variación en la velocidad de una enzima, transportador o un grupo de estos (aEi) en 

función de una variación infinitesimal en la concentración de un ligando X (ya sea 

sustrato, producto o modulador alostérico) (Moreno-Sánchez, et al 2008) y se define 

con la siguiente ecuación:  

 

𝜀𝑋
𝑎𝐸𝑖

= 
𝛿𝑎𝐸𝑖

𝛿𝑋
 . 

𝑋𝑜

𝑎𝐸𝑖𝑜
                        (Ecuación 2) 

 

los coeficientes de elasticidad tienen valores positivos para metabolitos que 

aumentan la velocidad de la enzima o transportador (sustratos o activadores) y 

valores negativos para aquellos metabolitos que disminuyen la velocidad (productos 

de la reacción o inhibidores).  

 A diferencia de una cinética enzimática típica en la que se varía el ligando a 

las concentraciones deseadas, en el caso de las elasticidades, las variaciones de los 

ligandos se establecen por las reacciones completas de toda la vía metabólica en la 

célula.  Por lo tanto los coeficientes de elasticidad pueden considerarse como la 

capacidad de las enzimas de una vía metabólica de responder y ajustarse a los 

cambios en los flujos metabólicos que se establecen en la célula.  De esta manera, 

cuando una enzima se encuentra trabajando cerca de su Vmax, ya sea porque está 

saturada con sus sustratos o alcance el máximo de su capacidad catalítica debido a 

que hay poca enzima en la célula comparada con el resto de las de la vía, dicha 

enzima será poco sensible a variaciones en su sustrato o producto y su coeficiente 

de elasticidad se acercará a 0.  Al contrario, cuando una enzima se encuentra 

trabajando a concentraciones de sustrato o producto por debajo del valor de su Km o 



131 

 

cuando haya un exceso de enzima con respecto a las demás enzimas de la vía, con 

una pequeña variación en el ligando la velocidad de la enzima (o transportador) se 

modificará y por lo tanto el coeficiente de elasticidad se acercará a valores de 1 o 

mayores.  Existe una relación inversa entre el coeficiente de elasticidad εaEi
X y el 

coeficiente de control de flujo CJ
aEi ; cuando una enzima posee una baja elasticidad 

(~0) no es capaz de modificar su velocidad al variar la concentración de sus 

metabolitos ligandos y en este caso su CJ
aEi se acercará a un valor de 1, por lo que 

será un punto de control.  En contraste, aquellas enzimas con un coeficiente de 

elasticidad alto (≥1) pueden fácilmente responder a variaciones en la concentración 

de sus ligandos y por lo tanto su CJ
aEi se acercará a un valor de 0.  Esta relación 

inversa entre estos coeficientes se establece en el Teorema de la conectividad.  

 Para determinar la distribución de control de una vía metabólica por análisis de 

elasticidades (Moreno-Sánchez et al, 2008) la vía se divide en dos bloques en torno 

a un metabolito (X), el cual es común para dos segmentos, uno el productor de X 

(aEi1) y otro el consumidor de X (aEi2)   

  

   

 

donde So es el sustrato inicial de la vía, X es un intermediario y P es el metabolito 

final de la vía con el cual se monitorea experimentalmente el flujo. Para el ejemplo 

anterior, el teorema de la conectividad se expresaría como: 

𝐶𝑎𝐸1
𝐽 𝜀𝑋

𝑎𝐸1+𝐶𝑎𝐸2
𝐽 𝜀𝑋

𝑎𝐸2=0             (Ecuación 3) 

por lo tanto, de los coeficientes de elasticidad de cada enzima, transportador o grupo 

de enzimas o reacciones se pueden calcular sus CJ
aEi resolviendo el sistema de 

ecuaciones para dos incógnitas.  

 Para determinar experimentalmente las elasticidades  de los bloques productor 

y consumidor de cada intermediario (X) de la glucólisis amibiana (Fig. 1. 8) se tiene 

que hacer variar la concentración de X en la célula y determinar en paralelo el flujo 

So X P 
aE

1
 aE

2
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metabólico de la vía como un reflejo de la velocidad parcial de los bloques.  Esto es 

porque en una vía metabólica sin ramificaciones y con estequiometría invariable, en 

el estado estacionario los flujos (velocidades) a través de cada reacción son iguales.  

Para hacer que la concentración del intermediario X aumente gradualmente, se varía 

el sustrato inicial So de la vía y se mide la concentración del intermediario X y el flujo 

metabólico.  Estos datos se normalizan considerando los parámetros de la condición 

control como 100% y se construye la gráfica de % metabolito vs % flujo (Fig. 1.8) y 

se calcula la pendiente en el punto de interés del 100%, cuyo valor correspondería a 

la elasticidad del bloque consumidor de X (εaE2
X).  Por otro lado, para determinar la 

εaE1
X del bloque productor de X se utiliza un inhibidor que afecte a la enzima o a 

alguna de las enzimas del bloque consumidor (con la condición de que el inhibidor no 

afecte a las enzimas del bloque productor) con el objetivo de que aumente la 

concentración de X con la consecuente disminución en el flujo de la vía, y del gráfico 

se obtiene el coeficiente de elasticidad del bloque productor. 

 De los εaEi
X determinados de esta manera se calculan los 𝐶𝑎𝐸𝑖

𝑗
 a partir del 

Teorema de la conectividad descrito anteriormente, el cual produce las  ecuaciones 4 

y 5 si se considera también el Teorema de la sumatoria, que establece que la suma 

de los 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

 de todas las reacciones de una vía metabólica deben sumar 1: 

𝐶𝑎𝐸1
𝐽 =  

𝜀𝑋
𝑎𝐸2

𝜀𝑋
𝑎𝐸2−𝜀𝑋

𝑎𝐸1 
                               𝐶𝑎𝐸2

𝐽 =  − 
𝜀𝑋

𝑎𝐸1

𝜀𝑋
𝑎𝐸2−𝜀𝑋

𝑎𝐸1 
             (Ecuaciones 4 y 5) 

 Si se titulan de esta manera varios intermediarios de una vía metabólica, se 

puede determinar los 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

 de reacciones individuales y por lo tanto establecer la 

estructura de control de toda la vía metabólica.  Sin embargo, una limitación de esta 

aproximación es que los intermediarios de interés deben encontrarse en 

concentraciones que puedan ser detectadas experimentalmente y que los cambios 

en sus pozas sean diferentes estadísticamente. 

 



133 

 

5.2. Diseño experimental 

 

 Para el análisis de elasticidades en la glucólisis de E. histolytica se titularon de 

la manera descrita anteriormente la concentración de G6P, F6P y piruvato (Fig. 1.4) 

debido a que son de los metabolitos más abundantes de la vía (Saavedra  et al, 

2007) y un esquema de la estrategia experimental se muestra en la Fig. 5.1.  La 

elasticidad del bloque consumidor de estos metabolitos se determinó incrementado la 

concentración del metabolito X por variación en la concentración de glucosa a la que 

se incuban los parásitos, tomando como concentración control 10 mM glucosa.  Por 

otro lado, para determinar la elasticidad del bloque productor de estos metabolitos se 

utilizaron el DPI y O2 como inhibidores específicos de la PFOR y la ADHE en la parte 

baja de la vía tal como se describió en el capítulo 4 y los cuales inducen acumulación 

de los metabolitos X. 
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 Fig. 5.1 Determinación experimental de los coeficientes de elasticidad 

Amibas

Incubadas con diferentes 
concentraciones de glucosa 
(0, 5, 10 y 15 mM) por 30 

minutos a 37 °C

Determinar la concentración 
de G6P, F6P, pyr y ATP, y el 

flujo de la vía 

Incubadas con diferentes 
concentraciones de DPI (0, 
0.05, 0.07 y 0.1 M)  y 10 

mM de glucosa por 60 
minutos a 37 °C.

Incubadas en PBS saturado 
con O2 (~ 0.62 mM) y 10 

mM de glucosa por 
diferentes tiempos (0, 10, 20 

y 30 minutos) a 37 °C

Determinar la e de cada 
bloque a partir de las gráficas 

de concentración X vs flujo 
de la vía.  

Elasticidad bloque productor de X

Elasticidad bloque consumidor de XD 
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5.3. Resultados 

5.3.1 Requisitos para la aplicación del análisis de elasticidades 

Para aplicar el análisis de elasticidades de la manera apropiada es necesario cumplir 

los siguientes requisitos. 

1) Titular la concentración del intermediario a evaluar sin afectar a los intermediarios 

comunes que compartan los bloques productor y consumidor.  En la figura 5.2 se 

muestra la titulación de G6P, F6P y pyr en amibas incubadas con diferentes 

concentraciones de glucosa.  Podemos observar que la poza de estos metabolitos 

varía tomando como punto de referencia 10 mM de glucosa.  Por otro lado, la 

concentración de ATP, que es un intermediario común en los bloques productor y 

consumidor, se mantuvo constante en las condiciones del experimento.  Resultados 

similares se obtuvieron al exponer las amibas a O2 o DPI (Fig. 2 del manuscrito 

anexo). 

 

 

Fig. 5.2 Titulación de intermediarios glucolíticos en E. histolytica.  

Las amibas se incubaron por 30 min en diferentes concentraciones de glucosa y se 
cuantificaron los metabolitos en extractos ácidos. * p<0.05, **p<0.05 vs 10 mM de 
glucosa.  El 100 % de cada metabolito fue 3.4 ± 1.2 mM G6P, 1.3 ± 0.2 mM F6P, 0.84 ± 
0.12 mM piruvato. 
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2) Mantener constante la Vmax de las enzimas del bloque que no se está titulando. 

Cuando se titule la actividad de una enzima del bloque consumidor con algún 

inhibidor, las Vmax (esto es, el contenido de enzima activa en la célula) de las 

enzimas del bloque productor no deben afectarse.  

 Cuando se utilizó el DPI y el O2 como inhibidores ya se mostró en el capítulo 4 

que estos compuestos, en el protocolo experimental que quedó definido y que es el 

mismo que se utilizó para realizar el análisis de elasticidades, solamente afectan las 

Vmax de PFOR y ADHE (Tabla 1 del artículo del capítulo 4).  Como control, también 

se determinó la Vmax de las enzimas glucolíticas en amibas incubadas con 

diferentes concentraciones de glucosa.  Como se puede observar en la Tabla 5.1, la 

actividad de las enzimas glucolíticas se mantiene constante en todas las 

concentraciones de glucosa y tiempos ensayados.  
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Tabla 5.1.  Vmax de las enzimas glucolíticas en amibas incubadas en diferentes 
concentraciones de glucosa. Se muestran los valores al tiempo cero y 30 min de 
incubación. 
 

Enzima glucosa 0 mM 
   (t=0 min)        (t=30 min) 

glucosa 15 mM 
(t=0 min)     (t=30 min) 

HK          87    92 89 103 

HPI         198 230 206 227 

PPi-PFK         203 197 210 195 

ALDO         142 150 133 164 

TPI        3986 4024 3950 3986 

GAPDH        302 277 332 324 

PGK       2080 2197 2066 2098 

PGAM      110 106 91 105 

ENO      479 502 519 516 

PPDK      274 303 290 279 

PFOR      906 980 950 988 

ADHE     84 90 85 84 

AcCoAS      145   133 

Vmax en nmoles/min x mg de proteína 
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5.3.2 Determinación de los coeficientes de elasticidad 

 

Una vez que se determinó que la estrategia experimental cumplía con los requisitos 

anteriores se procedió a realizar el análisis de elasticidades.  

 En la Fig. 5.3 se muestran  las gráficas de concentración de metabolito vs flujo 

de la vía que se obtuvieron cuando se inhibió con O2.  Las pendientes positivas 

representan la εaEi
X del bloque consumidor mientras que las negativas representan la 

εaEi
X del bloque productor.  Es importante resaltar que los puntos experimentales 

estuvieron muy cerca del punto de interés, por lo que el valor de elasticidad se 

obtuvo de la pendiente de la línea recta obtenida del ajuste utilizando todos los 

puntos.  Se puede observar que para los tres metabolitos titulados, el bloque 

productor siempre presentó la menor elasticidad, lo cual se verificó al calcular los 

valores de elasticidad, los cuales se muestran en la Tabla 5.2.  Un análisis 

experimental similar se realizó utilizando DPI como inhibidor del bloque consumidor 

de los metabolitos.  

 

Figura 5.3. Determinación experimental de los coeficientes de elasticidad.  

Trofozoítos amibianos se incubaron en diferentes concentraciones de glucosa (símbolos negros) o 
durante diferentes tiempos en PBS saturado con O2 (símbolos blancos) y en paralelo se determinó la 
concentración de metabolitos y el flujo hacia etanol. La línea continua representa el mejor ajuste de 3 
experimentos independientes (representados con diferentes símbolos). En C la línea continua 
representa la suma de los flujos de etanol y acetato y la línea discontinua muestra únicamente el flujo 
de etanol.  
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5.3.3 Determinación de los 𝑪𝒂𝑬𝒊
𝑱

 

 Una vez determinados los coeficientes de elasticidad de los bloques productor 

y consumidor para cada metabolito, se calcularon sus 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

 aplicando las ecuaciones 

4 y 5 de este capítulo. Los valores obtenidos de los 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

  se muestran en la Tabla 5.2 

 Finalmente, debido a que el piruvato es un metabolito cercano al punto donde 

se bifurca la glucólisis amibiana hacia la producción de etanol y acetato, se deben de 

calcular los 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

 de estas ramas aplicando el Teorema de la Ramificación postulado 

para vías ramificadas (Kacser 1983), el cual establece que el flujo total de la vía es 

igual a la suma del flujo a través de sus ramificaciones; esta relación se ejemplifica 

en el  siguiente esquema adaptado del de Kacser  

 

 

donde So= sustrato inicial, X es el intermediario, P1 y P2 son los dos productos 

finales de la vía y J2 y J3 son los flujos metabólicos respectivos que dan lugar a P1 y 

P2.   

 A partir del teorema de la ramificación y de los teoremas de la sumatoria y de 

la conectividad que se describieron anteriormente, se obtienen las siguientes 

ecuaciones para determinar los 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

 utilizando las elasticidades de los bloques: 

So X 

P1 

P2 

E1 

 J1=J2+ J3 
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𝐶𝑃𝑦𝑟  𝑝𝑟𝑜𝑑
𝐽𝐸𝑡𝑂𝐻

=  
−𝜀𝑃𝑦𝑟

𝑃𝐹𝑂𝑅 −𝐴𝐷𝐻𝐸

𝜀𝑃𝑦𝑟
𝑃𝑦𝑟  𝑝𝑟𝑜𝑑

−𝛼𝜀𝑃𝑦𝑟
𝑃𝐹𝑂𝑅 −𝐴𝑐𝐶𝑜𝐴𝑆 − (1−𝛼)𝜀𝑃𝑦𝑟

𝑃𝐹𝑂𝑅 −𝐴𝐷𝐻𝐸
   1 

𝐶𝑃𝐹𝑂𝑅−𝐴𝐷𝐻𝐸
𝐽𝐸𝑡𝑂𝐻

=  
𝜀𝑃𝑦𝑟

𝑃𝑦𝑟  𝑝𝑟𝑜𝑑
−𝛼𝜀𝑃𝑦𝑟

𝑃𝐹𝑂𝑅 −𝐴𝑐𝐶𝑜𝐴𝑆

𝜀𝑃𝑦𝑟
𝑃𝑦𝑟  𝑝𝑟𝑜𝑑

−𝛼𝜀𝑃𝑦𝑟
𝑃𝐹𝑂𝑅 −𝐴𝑐𝐶𝑜𝐴𝑆 − (1−𝛼)𝜀𝑃𝑦𝑟

𝑃𝐹𝑂𝑅 −𝐴𝐷𝐻𝐸
   2 

𝐶𝑃𝐹𝑂𝑅−𝐴𝑐𝐶𝑜𝐴𝑆
𝐽𝐸𝑡𝑂𝐻

=  
𝛼𝜀𝑝𝑦𝑟

𝑃𝐹𝑂𝑅 −𝐴𝐷𝐻𝐸

𝜀𝑃𝑦𝑟
𝑃𝑦𝑟  𝑝𝑟𝑜𝑑

−𝛼𝜀𝑃𝑦𝑟
𝑃𝐹𝑂𝑅 −𝐴𝑐𝐶𝑜𝐴𝑆 − (1−𝛼)𝜀𝑃𝑦𝑟

𝑃𝐹𝑂𝑅 −𝐴𝐷𝐻𝐸
   3 

(Ecuaciones 6-8) 

en donde pyr prod es el bloque productor de piruvato (o sea la vía desde el 

transporte de glucosa hasta la PPDK y las ramificaciones como la síntesis de 

glucógeno) y PFOR-ADHE y PFOR-AcCoAS son los bloques que participan en la 

producción de etanol y acetato, respectivamente.  El valor de α corresponde al 

porcentaje del flujo total que se va hacia la producción de acetato y se le asignó un 

valor de 0.1, debido a que solamente el 10% del flujo de glucosa se va hacia la 

síntesis de acetato mientras que el 90% restante se transforma en etanol (Pineda et 

al. 2010). 
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Tabla 5.2 Coeficientes de elasticidad y de control para los bloques productores 

y consumidores de los metabolitos evaluados.  
Se muestran los valores determinados utilizando oxígeno como inhibidor y entre paréntesis 

los resultados obtenidos cuando se utilizó el DPI.  Valores promedio ± DE.  PFOR-ADHE y 

PFOR-AcCoAS corresponden a los bloques de enzimas involucrados en la síntesis de etanol 

y acetato respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Por último, a partir de los 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

 obtenidos para cada uno de los bloques de la 

vía metabólica (Tabla 5.2) se puede determinar el 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

 de segmentos más pequeños 

de la vía.   De esta manera, al restar el 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

 del bloque productor de F6P menos el 

𝐶𝑎𝑖
𝐽

 del bloque productor de G6P se puede establecer el 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

 del bloque conformado 

por la HPI y la degradación de glucógeno (Fig. 1.4).  Para determinar el 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

 del 

bloque que comprende desde la PPi-PFK hasta la PPDK, al 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

 del bloque productor 

de pyr se le restó el 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

 del bloque productor de F6P.  Por último, debido a que el 

DPI inhibe específicamente a la PFOR pero no a la ADHE, se pudo discernir los 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

 

individuales de estas enzimas haciendo la resta correspondiente.  Con esta 

estrategia se pudo determinar la estructura de control de la glucólisis amibiana la 

cual se resume en la Tabla 5.3. 

Metabolito 
 

εprod
X 

 
εcons

X CJetoh
prod CJetoh

cons 

G6P -0.16 ± 0.0.05 

(-0.24 ± 0.07) 
 

0.60 ± 0.09 

(0.61 ± 0.34) 

0.79 ± 0.08 

(0.72 ± 0.12) 

0.21 ± 0.04 

(0.28 ± 0.09) 

F6P -0.39 ± 0.24 

(-0.39 ± 0.17) 

0.51 ± 0.28 

(0.56 ± 0.26) 

0.57 ± 0.21 

(0.59 ± 0.16) 

0.43 ± 0.15 

(0.41 ± 0.17) 
 

 
 

Pyr 

 
-0.12 ± 0.04 

(-0.12 ± 0.03) 
 

εPFOR-ADHE
X 

0.42 ± 0.13 

(0.8 ± 0.36) 
 

 
0.77 ± 0.13 

(0.87 ±0.17 ) 

CJetOH
PFOR-ADHE 

0.31 ± 0.15 

(0.13 ± 0.0) 

εPFOR-AcCoAS
X 

0.52 
CJetOH

PFOR-AcCoAS 
-0.08 
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Tabla 5.3  Distribución de control de la glucólisis amibiana 

Los coeficientes de control de flujo de cada bloque de enzimas se recalcularon de los 𝐶𝑎𝑖
𝐽

 

determinados para los bloques productores y consumidores de cada metabolito indicados en la 
Tabla 5.2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 CJetOH
aEi  

Enzima o grupo de enzimas (aEi) O
2
 DPI 

HXT, HK, degradación de glucógeno 0.79 ± 0.08 0.72 ± 0.12 

HPI, síntesis de glucógeno  -0.22 ± 0.13 -0.13 ± 0.02  

fugas de triosas fosfato 0.20 ± 0.11 0.28 ± 0.13 

 
PFOR-ADHE 

 
0.31 ± 0.15 

 
0.13 ± 0.04 

PFOR-AcCoAS -0.08 ND 

PFOR 
ADHE 
AcCoAS 

0.13 
0.18 
-0.08 
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5.4. Discusión del análisis de elasticidades de la glucólisis en E. histolytica 1 

 2 

 En este capítulo se determinó en células intactas la estructura de control de la 3 

glucólisis de E. histolytica en condiciones aeróbicas a través del análisis de 4 

elasticidades. 5 

 De acuerdo con los resultados obtenidos, el bloque conformado por el 6 

transportador de glucosa, la HK y la degradación de glucógeno es el que presenta el 7 

mayor control de flujo en la vía metabólica.  Estos resultados coinciden parcialmente 8 

con los obtenidos por modelado cinético reportado previamente por nuestro grupo de 9 

trabajo (Saavedra  et al. 2007), en los cuales la HK tuvo el mayor porcentaje de control 10 

debido a que tenía una de las menores Vmax de  las enzimas de la glucólisis y 11 

parcialmente por su fuerte inhibición por AMP en concentraciones fisiológicas del 12 

metabolito (Ki 36 μM, concentración de AMP en extractos amibianos: 1.6 mM, Saavedra 13 

et al 2007).  En esa versión del modelo no se incluyó explícitamente al transportador de 14 

glucosa; sin embargo, resultados preliminares del grupo indican que este tiene una 15 

menor Vmax que la HK.  Asimismo, la degradación de glucógeno es muy activa en 16 

amibas incubadas en estas condiciones, por lo que muy probablemente este alto 17 

coeficiente de control debe de estar repartido entre las tres reacciones.  Los resultados 18 

encontrados a partir del análisis de elasticidades  nos ayudarán a validar la distribución 19 

de control en una versión actualizada del modelo que incluya la caracterización cinética 20 

de la PFOR y ADHE reportadas en esta tesis.  21 

 Por otro lado, el bloque constituido por las enzimas a partir de la PPi-PFK hasta 22 

la PPDK controla cerca del 25%.  Este coeficiente de control puede ser principalmente 23 

de la PGAM, ya que esta enzima junto con la HK,  el transportador de glucosa y la 24 

ADHE son las enzimas de la glucólisis que tienen los menores valores de Vmax (Tabla 25 

5.1). 26 

 Finalmente, la ADHE posee un coeficiente de control de flujo de ~20%, el cual 27 

coincide parcialmente con el valor determinado por titulación con disulfiram reportado 28 

en el capítulo 4.  Aunque los valores no son exactamente los mismos cuando se utilizan 29 
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diferentes estrategias experimentales del MCA, todos los análisis coinciden que los 30 

principales sitios de control del flujo de la vía recaen en las mismas enzimas.  31 

 Con los resultados descritos en este capítulo se puede establecer que los 32 

principales puntos de control de la glucólisis de E. histolytica son el transportador de 33 

glucosa/HK/degradación de glucógeno, la ADHE, seguidos por la PGAM.  Estas 34 

enzimas y el transportador pueden ser sitios potenciales de intervención terapéutica 35 

debido a que su secuencia no es similar a la secuencia de las enzimas glucolíticas en 36 

humanos.  Se ha reportado que la secuencia del transportador de glucosa amibiano es 37 

más parecido a los transportadores encontrados en bacterias (Clark et al 2007) y algo 38 

similar ocurre con la ADHE, cuyo gen posee una alta similitud con la ADHE de E. coli.  39 

De acuerdo con lo anterior se puede proponer una terapia multisitio que afecte al 40 

transporte de glucosa junto con la ADHE para inhibir la glucólisis amibiana y 41 

comprometer el metabolismo energético del parásito. Hasta este momento no se han 42 

estudiado inhibidores de estas enzimas como tratamiento para la amibiasis.  43 

 44 

 45 

  46 



146 

 

146 

 

Capítulo 6. DISCUSIÓN y CONCLUSIONES GENERALES Y 47 

PERSPECTIVAS 48 

6.1. Discusión general de la tesis 49 

 Los antecedentes experimentales directos de esta tesis sugerían que la PFOR 50 

podía ser un punto de control importante en la glucólisis amibiana en condiciones de 51 

estrés oxidante debido a su fuerte inhibición por oxígeno. 52 

 En la primera parte de mi proyecto de doctorado caractericé cinéticamente a la 53 

PFOR, determiné sus mecanismos de inactivación por O2 y EROs y la relevancia de 54 

esta inhibición para el flujo glucolítico en los trofozoítos.  Los resultados indicaron que la 55 

EhPFOR es de las enzimas más abundantes en el parásito y que su actividad no se 56 

encuentra limitada por deficiencia en sus sustratos y su capacidad de catálisis.  De las 57 

enzimas glucolíticas, la EhPFOR es el principal sitio de inhibición del O2 y sus EROs; la 58 

exposición a estas especies oxidantes promueve la inhibición en 90% de la enzima.  Sin 59 

embargo, debido a la abundancia de la enzima en el parásito, la actividad remanente 60 

después del reto suprafisiológico con oxígeno es comparable a las actividades de HK y 61 

PGAM (y el transporte de glucosa), que son las reacciones más lentas en la vía.  Por lo 62 

tanto, la inhibición de la PFOR no podría ser más limitante que aquella de las enzimas 63 

más lentas de la vía.  64 

 Por otro lado, en los experimentos de recuperación del reto suprafisiológico de 65 

oxígeno en condiciones de normoxia, se observó que la actividad de la PFOR se 66 

recuperó a niveles similares de los parásitos control pero la producción de etanol no se 67 

restableció con la misma cinética, lo que sugirió que podría existir otra reacción 68 

limitante para restablecer el flujo glucolítico en su totalidad. De manera relevante, 69 

durante el reto con oxígeno, además de la PFOR, se inhibió la actividad de aldehído 70 

deshidrogenasa de la ADHE.  Aunque el porcentaje de inhibición de la ADHE por O2 es 71 

menor al porcentaje de inhibición de la PFOR (50% y 90%, respectivamente), la Vmax 72 

remanente de la ADHE es apenas mayor al flujo de etanol de 23 nmol/min*mg proteína, 73 

lo que sugería que la ADHE era más limitante que la PFOR en condiciones de estrés.  74 

Aunado a lo anterior, la recuperación in vivo de la actividad de ADHE sí propicia el 75 
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restablecimiento de la producción de etanol a niveles similares a los de las amibas no 76 

tratadas.  77 

 De acuerdo con estas observaciones y contrariamente a la hipótesis inicial de 78 

esta tesis, la PFOR posee un coeficiente de control bajo sobre el flujo glucolítico en 79 

condiciones de normoxia.  Sin embargo, la ADHE parece ser la principal responsable 80 

del arresto en la producción de etanol bajo condiciones de estrés oxidante en E. 81 

histolytica.  Hasta el momento, estos resultados se describieron de manera cualitativa 82 

en el artículo publicado del 2010 (Pineda et al, 2010), por lo que se aplicaron los 83 

fundamentos del MCA para determinar cuantitativamente el grado de control del flujo 84 

glucolítico de estas enzimas en condiciones de estrés oxidante.   85 

 Los coeficientes de control de la PFOR y la ADHE determinados por titulación 86 

con inhibidores en la segunda parte de este trabajo validaron las predicciones 87 

cualitativas del control. De acuerdo con los resultados, la PFOR controla alrededor del 88 

10% el flujo glucolítico en el parasito, mientras que la ADHE posee ~ 30% del control 89 

sobre la vía en condiciones aerobias. Estos resultados resaltaron la importancia de la 90 

ADHE cuando la amiba se expone a concentraciones mayores a las que se encuentra 91 

sometida en la luz del intestino o en cultivo.  Durante la invasión a tejidos o como 92 

respuesta del sistema inmune del hospedero que genera EROs para contender la 93 

infección, la inhibición de la ADHE puede limitar el flujo de la vía y comprometer la 94 

producción de ATP y la viabilidad del parásito.  Esto correlaciona con que cuando se 95 

inhibe específicamente y de manera parcial a la ADHE con disulfiram en condiciones de 96 

normoxia disminuye el ATP, mientras que cuando se inhibió a la PFOR con DPI, el nivel 97 

de ATP se mantuvo relativamente constante.  98 

 Finalmente, debido a que durante la determinación de los 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

  de la PFOR y la 99 

ADHE se encontraron inhibidores relativamente específicos para cada una de estas 100 

enzimas, en nuestras condiciones experimentales, fue posible realizar el análisis de 101 

elasticidades para determinar la estructura de control de toda la vía glucolítica 102 

amibiana. Con esta estrategia del MCA se determinó que los principales puntos de 103 

control de la vía son el bloque de reacciones inicial constituido por el HXT, la HK y la 104 
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degradación de glucógeno, seguido por la ADHE en la última reacción de la vía y 105 

posiblemente la PGAM en las reacciones de transformación de las triosas fosfato 106 

debido a su poca actividad en el trofozoíto. Con estos resultados se validaron los 107 

coeficientes de control determinados para la PFOR y la ADHE a través de la titulación 108 

con inhibidores y concuerdan de manera gruesa con los resultados de una versión 109 

inicial del modelo cinético de la glucólisis de E. histolytica reportado por nuestro grupo 110 

de trabajo.  111 

 Con  base en estos resultados, la propuesta de esta tesis es que la ADHE, junto  112 

con el transportados de glucosa, HK, degradación de glucógeno y PGAM pueden ser 113 

sitios potenciales de intervención terapéutica debido a su alto 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

 y a que su secuencia 114 

no es similar a la secuencia de las enzimas en el hospedero, esto puramente basado en 115 

los mecanismos de control de la vía metabólica. Asimismo, descarta a las enzimas 116 

dependientes de pirofosfato PPi-PFK y PPDK, como blancos terapéuticos, como se 117 

había propuesto anteriormente  (Saavedra-Lira et al, 1998), ya que debido al poco 118 

control que tienen sobre el flujo glucolítico requeriría el desarrollo de inhibidores 119 

altamente potentes y específicos y no competitivos para afectar el metabolismo de la 120 

glucosa inhibiendo a estas enzimas.   121 

 Asimismo, estos análisis de la distribución del control del flujo glucolítico en E. 122 

histolytica indican que las enzimas/reacciones que controlan  las últimas reacciones de 123 

la glucólisis son diferentes en células de mamífero.  En el caso de los pares PYK/PPDK, 124 

piruvato deshidrogenasa/PFOR y lactato deshidrogenasa/ADHE, en los dos primeros 125 

pares las enzimas/complejos en mamíferos están altamente reguladas alostéricamente 126 

y pueden tener control relevante en las transiciones homeostáticas.  Por otro lado, para 127 

el último par, la enzima de amiba controla mientras que la lactato deshidrogenasa 128 

carece de control aún en células con alta actividad glucolítica como las células 129 

tumorales (Marín-Hernández et al, 2011). 130 

 131 
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 132 

6.2. Conclusiones generales 133 

 134 

- La PFOR se inhibe drásticamente por oxígeno y EROs; esta inhibición es reversible en 135 

condiciones in vitro y de manera relevante, también in vivo en células intactas.  Los 136 

metabolitos acetil-CoA y CoA a concentraciones fisiológicas protegen a la enzima de la 137 

inhibición. 138 

- Aun cuando la PFOR es inhibida fuertemente por oxígeno, esto no limita el flujo de 139 

etanol debido a que la enzima es de las más abundantes en el parásito. 140 

- La PFOR y la ADHE son las principales enzimas glucolíticas de Entamoeba histolytica 141 

que son blancos del O2 y las EROs; esto hace que las enzimas puedan utilizarse como 142 

marcadores de estrés oxidativo generado in vivo. 143 

- La ADHE tiene un elevado 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

 en condiciones aerobias, por lo que su inhibición por 144 

oxígeno puede comprometer la producción de ATP y la viabilidad del parásito. 145 

- Los principales puntos de control de la glucólisis amibiana son el grupo de enzimas del 146 

transporte de glucosa/HK/degradación de glucógeno, seguidos por la ADH y la PGAM, 147 

estas enzimas son las que poseen un mayor potencial terapéutico debido a su alto 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

  148 

y a que su secuencia es diferente a la de las enzimas de la glucólisis en el hospedero.  149 

 150 

6.3. Perspectivas 151 

 152 

- Dilucidar el mecanismo químico de la desestabilización de los centros Fe-S por O2 y 153 

EROs de la EhPFOR, enfocándose en determinar la existencia del intermediario [3Fe-154 

4S], esto en la enzima recombinante.  155 

- Determinar el efecto de la inhibición de las enzimas glucolíticas con 𝐶𝑎𝐸𝑖
𝐽

 más altos 156 

sobre el crecimiento de los trofozoítos amibianos. En este sentido, aún no se han 157 

reportado inhibidores específicos del HXT, HK, degradación de glucógeno y PGAM, 158 
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pero para la ADHE se puede evaluar el DSF, cuyo efecto sobre la enzima se evaluó en 159 

esta tesis. 160 

- Determinar si la distribución de control de esta vía se mantiene en otro estado 161 

estacionario, como podría ser el estrés nutricional o el provocado por las especies 162 

reactivas de nitrógeno que son subproductos del metronidazol. 163 

- Evaluar el papel de la PFOR, la AcCoAS y la ADHE en el cambio de los flujos hacia 164 

etanol y acetato (switch metabólico) en condiciones anaerobias, haciendo especial 165 

énfasis en determinar los mecanismos regulatorios que hacen posible este cambio en el 166 

metabolismo. 167 

 168 

 169 

  170 
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ABSTRACT  365 

The steps that control the Entamoeba histolytica glycolytic flux were here identified by 366 

elasticity analysis, an experimental approach of Metabolic Control Analysis.  The 367 

concentrations of glycolytic metabolites were gradually varied in live trophozoites by (i) 368 

feeding with different glucose concentrations and (ii) inhibiting the final pathway steps; in 369 

parallel, the changes in the pathway flux were determined.  From the metabolite 370 

concentration-flux relationship, the elasticity coefficients of individual or groups of 371 

pathway reactions were determined and used to calculate their respective degrees of 372 

control on the glycolytic flux (flux control coefficients).  The results indicated that the 373 

pathway flux was mainly controlled (72-79%) by the glucose transport/ 374 

hexokinase/glycogen degradation group of reactions, and by the bifunctional aldehyde-375 

alcohol dehydrogenase (ADHE; 18%).  Further, inhibition of the first pathway reactions 376 

with 2-deoxyglucose (2DOG) decreased the glycolytic flux and ATP content by 75% and 377 

50%, respectively.  Cell viability was also decreased by 2DOG (25%) and more potently 378 

by 2DOG plus the ADHE inhibitor disulfiram (50%).  Amino acid degradation was unable 379 

to replace glycolysis for ATP supply, which indicated that glucose was the main nutrient 380 

for amebal ATP synthesis and survival.  These results indicated that glycolysis in the 381 

parasite is mainly controlled by the initial pathway reactions and that their inhibition can 382 

decrease the parasite energy load and survival.  383 

 384 

 385 

 386 

387 
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INTRODUCTION  388 

 Entamoeba histolytica, the causal agent of human amebiasis, lacks functional 389 

mitochondria and does not have Krebs cycle nor oxidative phosphorylation enzymes, 390 

which strongly suggests that glycolysis is the main pathway for ATP synthesis in the 391 

parasite [1]; however, quantitative studies indicating the percentage of ATP provided by 392 

glycolysis have not been reported.  On the other hand, several comprehensive studies 393 

have shown that the amebal glycolytic enzymes diverge importantly from those of the 394 

host:  (i) E. histolytica has the pyrophosphate-dependent enzymes phosphofructokinase 395 

(PPi-PFK) and pyruvate phosphate dikinase (PPDK), which are not allosterically 396 

modulated [1-5], catalyze reversible reactions under physiological conditions, and 397 

replace the tightly regulated and flux controlling ATP-dependent phosphofructokinase 1 398 

and pyruvate kinase, respectively, present in the host.  (ii) Amebal hexokinases (HK) are 399 

not inhibited by glucose-6-phosphate (Glc6P) like human HK, but they are by AMP and 400 

ADP [1, 2, 6].  (iii) Amebas contain a heavy metal-dependent fructose1,6 bisphosphate 401 

aldolase (ALDO), a 2,3 bisphosphoglycerate-independent 3-phosphoglycerate mutase 402 

(PGAM) and a 3-phosphoglycerate kinase (PGK) that prefers GDP over ADP for the first 403 

reaction of substrate level phosphorylation [1, 2, 7, 8].  (iv) Pyruvate (Pyr) is converted to 404 

acetyl-CoA (acetyl-CoA) by pyruvate:ferredoxin oxidoreductase (PFOR), instead of the 405 

allosteric pyruvate dehydrogenase complex [9, 10].  Under aerobic conditions, 90% of 406 

the acetyl-CoA formed is converted to ethanol (EtOH) by a bifunctional aldehyde-alcohol 407 

dehydrogenase (ADHE), whereas the remaining is transformed to acetate by acetyl-CoA 408 

synthetase ADP-forming (AcCoAS), which generates one mole of ATP per mole of 409 

acetyl-CoA consumed [10, 11].  It has been proposed that this last reaction may supply 410 

additional ATP to the cell [12], although this hypothesis has not been yet experimentally 411 

assessed. 412 

The peculiarities of the amebal pathway enzymes may lead to different 413 

mechanisms of control and regulation of the amebal glucose catabolism compared to 414 

those of the host.  However, the pathway controlling steps cannot be identified by 415 

comparison of the individual enzyme kinetic properties; instead, studies of the complete 416 
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pathway function in the cell have to be carried out to establish how the pathway is 417 

controlled and whether glycolysis is indeed the main cellular ATP supplier.   418 

The steps that mainly control the glycolytic flux in E. histolytica can be identified 419 

using the fundamentals of Metabolic Control Analysis (MCA), which is an experimental 420 

biochemical approach of Systems Biology focused on determining the control and 421 

regulation of metabolic pathways/biological processes [13-15].  The MCA fundamentals 422 

help to determine the degree of control that the activity of an enzyme/ transporter/ 423 

biological process (ai) exerts on a pathway flux (J) which is called flux control coefficient 424 

(CJ
ai) [13, 14].  MCA studies of central metabolic pathways have demonstrated that the 425 

control of their fluxes is distributed among all the pathway enzymes, usually with two or 426 

three steps displaying the highest control, thus the concept of a unique rate-limiting step 427 

turn to be inadequate [13-15].  428 

Several experimental MCA approaches can be used to determine the CJ
ai 429 

(reviewed in [14]).  Elasticity analysis or “top-down” approach has the advantage that the 430 

control of flux can be determined in organelles, cells, tissues or even organs, without 431 

previous extensive kinetic knowledge of the individual pathway enzyme components [16, 432 

17].  It requires determination of the elasticity coefficient (εai
X).  This value represents the 433 

robustness of a pathway step ai (which can be an enzyme, a series of pathway steps 434 

group together or even entire metabolic pathways) to change its rate in response to 435 

changes in the concentration of a ligand (X), which can be a substrate or activator 436 

(positive εai
X) or a product or inhibitor (negative εai

X).  There is an inverse relationship 437 

between the εai
X and the CJ

ai.  A pathway step with low elasticity cannot proportionally 438 

adapt its rate to changes in the concentrations of the pathway metabolites and 439 

represents a constraint, thus it has high control on the pathway flux; in contrast, pathway 440 

reactions with high elasticities can easily adjust their rates to metabolite changes and 441 

therefore have low flux control coefficients.  From the εai
X coefficients, the CJ

ai can be 442 

calculated by applying the summation and connectivity theorems of MCA [16, 17].   443 
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In the present work we used elasticity analysis to establish how glycolysis is 444 

controlled in live trophozoites of E. histolytica which allowed to identifying the main 445 

controlling pathway steps.  Moreover, the effect of inhibition of these controlling steps on 446 

energy metabolism parameters and cell viability was evaluated.  447 

 448 

RESULTS 449 

Elasticity analysis experimental design  450 

To determine the εai
X values by elasticity analysis [16], the pathway steps were 451 

clustered in two groups linked by a common pathway intermediary (X); one group 452 

represented the producer branch of metabolite X (hereafter designated as prod) and the 453 

other group was the consumer branch of the same metabolite (hereafter designated as 454 

cons) (Scheme 1).  A requisite was that metabolite X had to be abundant in the cell so 455 

that changes in its concentration could accurately be determined.  For the present study 456 

Glc6P, Fru6P and Pyr were selected since they met these requirements.  Further, the 457 

concentration of each intermediary X was varied in the cells (i) by feeding the pathway 458 

with different glucose concentrations and (ii) by inhibiting the final pathway steps with O2 459 

or diphenyleneiodonium (DPI), and the changes in the steady-state pathway fluxes to 460 

both EtOH and acetate productions were in parallel determined at each variation 461 

(Scheme 1).  It is worth recalling that in a metabolic pathway under steady-state, the 462 

rates of each individual pathway reaction are equal to the pathway flux of the end 463 

metabolite, after adjusting for the stoichiometry of the reactions [13, 14, 16, 17].  464 

Repeating the analysis for several metabolites along the pathway allows determination 465 

of the εai
X of different groups of pathway steps (Scheme 1).  466 

 467 

Pathway steady-state assumption for elasticity analysis 468 

To determine the εai
X , it was first necessary to verify that several requisites were 469 

attained for correct application of elasticity analysis [14, 16]. 470 
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1) Unchanged enzyme activities.  When the activity(ies) of the enzyme(s) belonging to 471 

the consumer group are manipulated by using the inhibitors O2 or DPI; the Vmax (i.e., 472 

the content of active enzyme) of the reactions of the producer group should not change.  473 

It was previously demonstrated that under the protocols of O2 and DPI inhibition (see 474 

material and methods section for details), among the amebal glycolytic enzymes only 475 

PFOR and ADHE were affected [10, 18].  Furthermore, no changes in the Vmax of the 476 

pathway enzymes were observed in amebas incubated with different glucose 477 

concentrations (Table 1).   478 

2) Titratable changes in metabolite contents.  Amebas incubated with different glucose 479 

concentrations indeed showed reliable and reproducible changes in the intracellular 480 

contents of Glc6P, Fru6P and Pyr above and below the reference concentration of 10 481 

mM glucose (Fig. 1A).  On the other hand, treatment of amebas with O2 and DPI 482 

induced reliable and reproducible increases in Glc6P, Fru6P and Pyr contents in 483 

comparison to control cells (Figs. 1B and 1C).   484 

3) Shared metabolites.  Metabolites that connect both groups of reactions should not 485 

vary during the titration experiments.  ATP is the most relevant linking metabolite, as is 486 

consumed by HK and produced by PGK (as GTP) and PPDK (Scheme 1).  However, 487 

ATP did not significantly vary under any experimental protocol used in the present study 488 

(Figs. 1A, 1B, 1C).   489 

4) Constant flux rates and metabolite concentrations.  The rates of EtOH and acetate 490 

syntheses and the concentrations of Glc6P, Fru6P and Pyr were constant over a time 491 

period of at least 30 min for trophozoites incubated with 5, 10 or 15 mM glucose (data 492 

not shown).  493 

These results indicated that the experimental design used in the present study 494 

was suitable for determination of the elasticity coefficients.   495 

 496 

Determination of the elasticity coefficients 497 
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Although EtOH is the predominant end-product of amebal glucose metabolism 498 

under aerobic conditions [10, 18], it was nevertheless initially assessed whether 499 

significant variation in the εai
X values of the Pyr producer group might develop when, 500 

besides the EtOH flux, the acetate flux was also added up; however, no significant 501 

changes were attained (Fig. 2C, dotted line).  Therefore, for the remaining titrations 502 

shown in Fig. 2, only the EtOH flux was plotted.  503 

The εai
X values of the producer groups for each metabolite were determined from 504 

the negative slopes of the linear fitting of the data shown in Fig. 2, which were obtained 505 

by titrating with O2 (Figs. 2A-2C) and DPI (Figs. 2D-2F).  The εai
X values have negative 506 

signs because metabolite X was accumulated in response to the inhibitor and, as a 507 

product of the producer group of reactions, it inhibits the rate in the forward direction 508 

(Scheme 1).  On the other hand, the εai
X of the consumer group was determined from 509 

the positive slopes, which resulted of titration with different glucose concentrations; 510 

these experiments yielded positive values because metabolite X represents the 511 

substrate of the consumer group and favors its forward rate (Scheme 1).   512 

The εai
X values determined by two different titration protocols were similar for 513 

both producer and consumer branches (Table 2), except for that of the Pyr consumer 514 

branch PFOR-ADHE because O2 inhibits PFOR and ADHE whereas DPI only inhibits 515 

PFOR. 516 

 517 

Determination of the flux control coefficients 518 

The CJ
ai values for each group of reactions were calculated from the εai

X values 519 

by solving the equations 1-5 described in the Material and Methods section (Table 2).  520 

For the three evaluated metabolites, the highest CJ
ai was always exerted by the 521 

producer group of reactions, i.e. the enzymes/processes in the initial glycolytic steps.  522 

Thus, the Glc6P producer branch (HXT, HK, and glycogen degradation) (Scheme 1) 523 

exerted the main control of the amebal glucose fermentation flux.   524 
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From the difference in CJ
ai of the Glc6P and Fru6P producer branches (Table 2), 525 

it was calculated that glycogen synthesis plus HPI, the steps in the middle of these 526 

metabolites (Scheme 1), exerted relevant negative control (Table 3) because the first 527 

represents a leak from the Glc6P to ethanol flux.  The same reasoning was used for 528 

estimating the PPi-PFK to PPDK flux control (Table 3), by considering the CJ
ai difference 529 

between the Fru6P and Pyr producer branches (Table 2). 530 

Finally, titration with the inhibitors also allowed for determining the individual CJ
ai 531 

of PFOR, ADHE and AcCoAS (Table 3).  The CJ
ai of 0.31 of the Pyr consumer branch 532 

obtained from the O2 experiments corresponded to PFOR plus ADHE because both 533 

enzymes are strongly inhibited by oxidative stress, with no effect on AcCoAS [10].  In 534 

turn, the Pyr consumer CJ
ai of 0.13 obtained from the DPI plots can be attributed to 535 

PFOR because, under the experimental conditions used, this inhibitor does not affect 536 

ADHE or AcCoAS [18].  Therefore, it can be assumed that the difference of 0.18 537 

between these last two values corresponded to the CJ
ai of ADHE.  In turn, by applying 538 

the branch theorem [16, 17] a CJ
ai of -0.08 for AcCoAS on the flux to EtOH was revealed 539 

(Table 3; Scheme 1).   540 

 541 

Inhibition of the main controlling steps affects not only glycolysis, but also ATP levels 542 

and cell viability 543 

 544 

 The most controlling steps of amebal glycolysis were located in the first steps, 545 

HXT, HK and glycogen metabolism.  2-desoxiglucose (2DOG) is a competitive inhibitor 546 

against glucose of the HXT activity; the inhibitor is also phosphorylated by HK and in this 547 

state it also blocks the flux at the level of HK, HPI and the glycogen metabolism [19].  In 548 

the presence of 10 mM external glucose, 30 mM 2DOG was able to decrease by 70 % 549 

the amebal glycolytic flux to EtOH (from 44.3 to 15.3 nmol EtOH/min*mg protein) (Fig. 550 

3A).  In the absence of added glucose, EtOH production from glycogen degradation was 551 

also 60% blocked by 30 mM 2DOG (Fig. 3A).  These results indicated that EtOH 552 

production derived from both external glucose (~60%) and glycogen degradation 553 

(~40%).  It was previously demonstrated that disulfiram (DSF) was a potent inhibitor of 554 
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the flux-controlling ADHE but also of GAPDH (47% and 17% inhibition, respectively, at 555 

0.05 μM) [18].  Although this lack of specificity prevented its use for elasticity analysis, 556 

DSF could synergize with 2DOG to abate the pathway flux (Fig. 3A).  In contrast, 557 

inhibition with DPI, which under the present experimental conditions specifically inhibits 558 

PFOR by 90% [18], did not significantly affect the glycolytic flux or cell viability. 559 

 The changes in the glycolytic flux in response to 30 mM 2DOG were mainly 560 

caused by pathway inhibition but not by cell death since cell viability was maintained 561 

above 75% during the course of the experimental incubation (Fig. 3B); higher 2DOG 562 

concentrations (40 mM) decreased cell viability by more than 50% (data not shown).  563 

Remarkably, after 2 h incubation with the inhibitor, 30 mM 2DOG decreased the ATP 564 

content by 50% (Fig. 3C) whereas DSF alone decreased the ATP content only by 20% 565 

(Fig. 3C), which was in agreement with the lower CJ
ADHE determined (Table 3).  566 

Furthermore, simultaneous inhibition of the two controlling enzyme groups with 2DOG 567 

and DSF severely decreased cell viability and ATP concentration.  In contrast, inhibition 568 

of PFOR with DPI neither significantly affected cell viability or ATP nor synergized with 569 

2DOG or 2DOG+DSF (Fig. 3C); thus, these results further supported the PFOR role as 570 

a low-controlling step of amebal glycolysis.  Perhaps most importantly, the results also 571 

indicated that to significantly affect cell viability, the amebal ATP pool has to be 572 

decreased by more than 50%. 573 

 574 

 575 

Contribution of amino acid degradation to ATP supply 576 

 The experiments above indicated that carbon skeletons derived from external 577 

glucose or glycogen degradation accounted for most of the ethanol flux and ATP 578 

synthesis.  However, hypotheses have been proposed that amino acid degradation can 579 

be an additional ATP supply source [12].  Therefore, trophozoites were incubated in the 580 

absence of glucose and in the presence of Biosate, the amino acid source of TYI-S-33 581 

medium, and the glycolytic flux, cell viability and ATP were assessed (Fig 4).  Amebas 582 

without glucose and in the absence or presence of biosate did not show differences in 583 

cell viability (Fig 4A), ethanol flux and ATP content (Fig 4B and 4C).  The presence of 584 
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biosate did not prevent the abatement of these cellular parameters when glycogen 585 

degradation was inhibited by 2DOG.  Therefore, amino acids contained in biosate 586 

seemed not to be a source for energy supply in amebas.  587 

 588 

DISCUSSION 589 

 590 

Control of amebal glycolytic flux 591 

 The results of the present paper show for the first time the experimental 592 

determination of the distribution of control of E. histolytica glycolysis using live parasites 593 

and applying the elasticity analysis approach of the MCA Theory.  An advantage of 594 

using this strategy was that the pathway control distribution was determined (i) without a 595 

detailed knowledge of the full data set of kinetic parameters of the pathway enzymes 596 

required for kinetic modeling; (ii) not having the complete set of purified enzymes as in 597 

vitro pathway reconstitution or a battery of specific inhibitors for each pathway step as 598 

for enzyme titration with inhibitors [14]; or without having the complete metabolome of 599 

the parasite.  It was only required to have knowledge of the pathway structure and 600 

stoichiometry to establish the reactions linked by a common metabolite and to modulate 601 

the rates of reaction groups by feeding or inhibiting the pathway. 602 

The results indicated that glycolysis in this parasite was mainly controlled by HXT, 603 

HK and glycogen degradation.  We previously applied kinetic modeling [20] and pathway 604 

reconstitution with the recombinant enzymes [21] of Entamoeba glycolysis to identify 605 

glycolytic controlling steps and the underlying controlling mechanisms.  These last two 606 

approaches made the assumption that the in vitro enzyme behavior was similar to that in 607 

vivo; however, the main shortcomings were that neither the HXT nor the final pathway 608 

steps (PFOR, ADHE and AcCoAS) were explicitly included in pathway modeling and in 609 

the second strategy only short pathway segments could be reconstituted (HK-ALDO and 610 

PGAM-PPDK).  611 

Although elasticity analysis did not permit us to determine the individual 612 

contribution of the HXT and HK to the control of the glycolytic flux, the results indicated 613 

that within them large control resides.  Serrano and Reeves early suggested that 614 
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glucose transport was the rate-limiting step of glucose catabolism, although no 615 

evidences were provided validating their hypothesis [22].  Efforts in our laboratory to 616 

determine the CJ
ai of HXT in live trophozoites by titration with cytochalasin B and 617 

measuring the pathway flux have been impaired by the exceedingly high contribution of 618 

glycogen degradation to the flux when the HXT is inhibited (Encalada R & Saavedra E, 619 

unpublished results).  For instance, in the absence of external glucose, a condition that 620 

partially may mimic HXT inhibition, glycogen degradation accounts for 40% EtOH 621 

formation (Fig. 3A).  However, a high control of HXT can be expected since previous 622 

MCA studies have demonstrated that glucose transport has significant control (50% in 623 

average) on the glycolytic flux in human erythrocytes [23], yeast [24], tumor cells [25] 624 

and Trypanosoma brucei [26].   625 

The abundant glycogen content in amebas (2.9 M glucose equivalents), derived 626 

from culturing the parasite under high glucose [20] may account for the relevant flux-627 

control exerted by the glycogen degradation.  In this regard, glycogen degradation can 628 

sustain glycolytic flux for a period of up to 2 h before observing a decrease in cell 629 

viability (R. Encalada and E Saavedra, unpublished results; and Fig. 4A).  On the other 630 

hand, HK has low activity in the cell (Table 1) and this deficiency contributes to the high 631 

flux-control exhibited by HXT+HK segment.  Although kinetic modeling identified HK as 632 

the main controlling step of amebal glycolysis [20], the omission of the HXT reaction 633 

could have led to overestimation of the HK CJ
ai.  Nevertheless, the in vivo and in silico 634 

approaches agreed in identifying the first pathway reactions as relevant controlling steps 635 

of amebal glycolysis.  636 

The rest of the glycolytic reactions from PPi-PFK to PPDK controlled the flux by 637 

approximately 20%, suggesting that these enzymes can cope well with the variation in 638 

flux that establishes the first reactions of glycolysis.  PGAM may account for most of the 639 

control obtained within this enzyme group because it is the third lower glycolytic activity 640 

within the cell (Table 1; [10, 18]) and it shows the second highest CJ
ai determined by 641 

kinetic modeling and pathway reconstitution [20, 21].  In contrast, PPI-PFK and PPDK 642 

exhibit low flux-control. 643 



167 

 

167 

 

PFOR, ADHE and AcCoAS accounted for ~30% of the flux-control on glycolysis.  644 

The CJ
PFOR determined here by elasticity analysis was in agreement with the CJ

ai = 0.07 645 

previously determined by inhibitor titration with DPI [18].  In that study it was also 646 

determined by titration with DSF that ADHE exhibited a CJ
ai= 0.33, which is higher to the 647 

value determined here of 0.18.  Although the values did not perfectly match, they 648 

indicated that ADHE was the main controlling enzyme within the final pathway segment.  649 

This is in agreement with the fact that ADHE is the second enzyme with the lowest 650 

activity in the cell (Table 1; [10, 18]) 651 

 652 

Inhibition of the main control steps 653 

 It was here demonstrated that under specific inhibition conditions of individual 654 

enzymes, by only blocking two of the most controlling reactions of amebal glycolysis, the 655 

ATP content and cell viability were affected (Fig. 3).  Pathway impairment by inhibiting 656 

only one controlling step, or inhibiting low controlling steps such as PFOR (Fig. 3) or the 657 

PPi-dependent enzymes, would require comparatively higher concentrations of specific 658 

drugs leading to unspecific inhibition of other different targets.  Thus, to achieve 659 

successful blockade of amebal glycolysis, and perhaps of other pathways and cellular 660 

processes, accompanied by low or negligible side-effects, at least two of the most 661 

controlling steps should be intervened. 662 

 Our results also indicated that 2-oxoacids from amino acid catabolism cannot be 663 

a source for ATP production/supply in amebas, as it was suggested from the genome 664 

analysis [12].  This observation is also supported by our previous demonstration that 665 

amebal PFOR possesses higher affinity for pyruvate than for other 2-oxoacids such as 666 

α-ketobutyrate or α-ketoglutarate [10], which derive from amino acid catabolism, and 667 

that acetate production amounts only up to 10% of the etOH production [10, 18].  668 

Therefore, ATP produced by AcCoAS may not significantly contribute to the ATP pool in 669 

the cell.    670 

 671 

CONCLUSION 672 

 673 
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 The main control steps in amebal glycolysis are HXT, HK and glycogen 674 

degradation, followed by ADHE.  Inhibition of these steps promotes energy metabolism 675 

failure and compromises cell viability.  As amebal HXT and ADHE differ from those 676 

present in the mammalian glycolytic pathway, these proteins emerge as novel targets for 677 

therapeutic intervention due to their strong influence in modulating the main energy 678 

supply pathway.  679 

 680 

EXPERIMENTAL PROCEDURE   681 

Amebas 682 

Amebal trophozoites from HM1:IMSS strain were monthly isolated from amebic 683 

liver abscesses induced in hamsters to ensure a stable virulence phenotype and 684 

metabolic behavior, briefly  animals were anesthetized with pentobarbitale and injected 685 

intraperitoneally  with  of 1 x106 trophozoites. Animals were sacrificed by pentobarbital 686 

overdose 7 days after infection to recover the parasites and growing them axenically in 687 

TYI medium as previously described [27], harvested at 450 x g, washed twice with cold 688 

PBS buffer (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4 at pH 7.4) and 689 

immediately used. All animal experiments were conducted according to the directions of 690 

the General Health Law of Mexico following the guidelines of Mexican Official Norm 691 

Guide for use and care of laboratory animals (NOM-062-ZOO-1999).  Efforts were made 692 

to minimize the number of animals used and their suffering. 693 

 694 

Determination of the elasticity coefficients 695 

The experimental design was briefly outlined at the beginning of the Results 696 

section.  The εai
X of the producer branch of each metabolite X (εprod

X) was determined 697 

by increasing the concentration of metabolite X in the living trophozoites through 698 

inhibition of PFOR and ADHE with DPI (Sigma; St. Louis, MO, USA) and O2, as 699 

described before [18] (Scheme 1).  To attain reproducibility in the variations of 700 

metabolites and fluxes, amebas were always incubated in 1 ml aliquots at a density of 701 
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1x106 amebas in tightly closed 1.5 mL microfuge tubes.  The use of higher cell densities 702 

or batch incubations in larger volumes, were detrimental for cell integrity and led to large 703 

variations in metabolites and fluxes.  Therefore, for the experiments with O2, amebas 704 

were distributed in 40 tubes (1x106 cells/mL) and centrifuged at 1750 x g for 5 min.  705 

Each cell pellet was re-suspended in 1 ml of PBS previously saturated with O2 at room 706 

temperature (approximately 0.63 mM dissolved O2 as previously reported [10]) and 707 

supplemented with glucose to a final concentration of 10 mM.  All the samples were 708 

incubated at 37ºC and ten samples were withdrawn at 0, 10, 20 and 30 min.  After 709 

removal, the samples were incubated on ice for 5 min before centrifugation for 5 min at 710 

1750 x g.  The supernatant of two samples were saved and extracted with perchloric 711 

acid for EtOH and acetate determination.  The cell pellets of each time-point were 712 

pooled, resuspended in 0.5 ml of PBS and extracted for Glc6P, Fru6P, Pyr and ATP 713 

determinations as described below.   714 

For the experiments with DPI, amebas distributed in 44 tubes (1x106 cells/mL) 715 

were centrifuged and re-suspended in 1 ml PBS equilibrated with atmospheric air (0.18 716 

mM dissolved O2 concentration [10]) and supplemented with 10 mM glucose.  Eleven 717 

samples per DPI concentration were supplemented with 0, 0.05, 0.07 and 0.1 μM DPI.  718 

One sample of each concentration was immediately extracted for metabolite 719 

determination (t=0), the rest were incubated at 37ºC for 1 h.  Thereafter, the samples 720 

were processed for metabolite determination as described above for the O2 experiments.  721 

High cell viability has to be strictly maintained on all the incubations to ensure a correct 722 

application of elasticity analysis.  Following the experimental procedure above 723 

described, cell viability was 87± 5 % at the end of the incubation with the highest DPI 724 

concentration or the longest incubation with O2 (see Figs. 3B and 3C).   725 

To determine the εai
X of the consumer group of metabolite X (εcons

X), different 726 

concentrations of the metabolite were attained by incubating amebas with increasing 727 

glucose concentrations (Scheme 1).  Amebas distributed in 44 tubes (1x106 cells/mL) 728 

were centrifuged and re-suspended in 1 mL PBS equilibrated with atmospheric air and 729 

supplemented with 0, 5, 10 or 15 mM glucose.  One sample of each concentration was 730 
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immediately extracted for metabolite determination (t=0) and the rest were incubated for 731 

30 min at 37ºC.  Then, the samples were processed for metabolite determination as 732 

described above.  Cell viability with 15 mM glucose was 90% after 30 min incubation; 733 

higher glucose concentrations were not used because cell viability diminished to 67% 734 

(data not shown).   735 

 736 

Determination of metabolites, fluxes and enzyme activities 737 

 At the end of the incubations in the different protocols, the samples were 738 

extracted with perchloric acid, centrifuged and the supernatant neutralized and used to 739 

determine Glc6P, Fru6P, Pyr and ATP using standard enzymatic assays [20].  Acetate 740 

was determined using acetate kinase [10] whereas EtOH was determined by gas 741 

chromatography [18].  In the different experimental settings, the EtOH and acetate 742 

fluxes were calculated from the difference in their contents at the end of the incubation 743 

minus that at t=0.  For all the experiments, the control condition (100%) referred to the 744 

metabolite concentrations and the pathway fluxes of amebas incubated in 10 mM 745 

glucose in the absence of inhibitors. 746 

Determination of enzyme activities of the glycolytic enzymes was made at pH 6.0 747 

as described before [2, 10, 20]. 748 

 749 

Determination of the elasticity and flux control coefficients 750 

Data of percentage of concentration of metabolite X versus percentage of 751 

pathway flux were plotted.  The εai
X values were calculated from the slope of the linear 752 

fitting of all the experimental data obtained from at least three independent amebal 753 

cultures.  For Glc6P and Fru6P the εai
X values were used to calculate the CJ

ai by solving 754 

the system of equations derived from the summation (equation 1) and connectivity 755 

theorems (equation 2) of MCA [16, 17]. 756 

𝐶𝑝𝑟𝑜𝑑
𝐽𝑒𝑡𝑜ℎ +  𝐶𝑐𝑜𝑛𝑠

𝐽𝑒𝑡𝑜ℎ = 1   (Eq. 1) 757 

𝐶𝑝𝑟𝑜𝑑 
𝐽𝑒𝑡𝑜ℎ𝜀𝑋

𝑝𝑟𝑜𝑑
+ 𝐶𝑐𝑜𝑛𝑠

𝐽𝑒𝑡𝑜ℎ𝜀𝑋
𝑐𝑜𝑛𝑠 = 0 (Eq. 2)  758 
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Since Pyr is the immediate glycolytic precursor for EtOH and acetate synthesis, it was 759 

necessary to consider the εai
X of two consumer branches (scheme 1).  In this case, the 760 

equations used were those proposed by Kacser [16] for a two-branched pathway: 761 

𝐶𝑃𝑦𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑑
𝐽𝐸𝑡𝑂𝐻 =  

−𝜀𝑃𝑦𝑟
𝑃𝐹𝑂𝑅−𝐴𝐷𝐻𝐸

𝜀𝑃𝑦𝑟
𝑃𝑦𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑑

−𝛼𝜀𝑃𝑦𝑟
𝑃𝐹𝑂𝑅−𝐴𝑐𝐶𝑜𝐴𝑆− (1−𝛼)𝜀𝑃𝑦𝑟

𝑃𝐹𝑂𝑅−𝐴𝐷𝐻𝐸
  (equation 3) 762 

𝐶𝑃𝐹𝑂𝑅−𝐴𝐷𝐻𝐸
𝐽𝐸𝑡𝑂𝐻 =  

𝜀𝑃𝑦𝑟
𝑃𝑦𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑑

−𝛼𝜀𝑃𝑦𝑟
𝑃𝐹𝑂𝑅−𝐴𝑐𝐶𝑜𝐴𝑆

𝜀𝑃𝑦𝑟
𝑃𝑦𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑑

−𝛼𝜀𝑃𝑦𝑟
𝑃𝐹𝑂𝑅−𝐴𝑐𝐶𝑜𝐴𝑆− (1−𝛼)𝜀𝑃𝑦𝑟

𝑃𝐹𝑂𝑅−𝐴𝐷𝐻𝐸
  (equation 4) 763 

𝐶𝑃𝐹𝑂𝑅−𝐴𝑐𝐶𝑜𝐴𝑆
𝐽𝐸𝑡𝑂𝐻 =  

𝛼𝜀𝑝𝑦𝑟
𝑃𝐹𝑂𝑅−𝐴𝐷𝐻𝐸

𝜀𝑃𝑦𝑟
𝑃𝑦𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑑

−𝛼𝜀𝑃𝑦𝑟
𝑃𝐹𝑂𝑅−𝐴𝑐𝐶𝑜𝐴𝑆− (1−𝛼)𝜀𝑃𝑦𝑟

𝑃𝐹𝑂𝑅−𝐴𝐷𝐻𝐸
  (equation 5) 764 

In these equations, α had a value of 0.1, which represented the fraction of the glycolytic 765 

flux that diverts towards acetate synthesis, and meant that 90% of the glucose flux is 766 

used for EtOH synthesis, as previously demonstrated [10, 18]. 767 

 768 

Inhibition of the main controlling steps and its effect on energy variables 769 

 Amebas were distributed, centrifuged and each re-suspended in PBS as 770 

described above, and divided in seven groups of seven samples each.  Five groups 771 

were supplemented with 10 mM glucose, one serving as control, whereas the others 772 

were supplemented with either 30 mM 2DOG (ICN Biomedicals; Aurora, OH, USA), 773 

0.1μM DPI, 0.05 μM DSF (Sigma; St. Louis, MO, USA), or the combination of these 774 

three inhibitors.  In the remaining two groups, glucose was not added and one of them 775 

was mixed with 30 mM 2DOG; from the difference between these two groups, the role of 776 

glycogen metabolism on EtOH and acetate fluxes was determined.  One sample of each 777 

group was immediately incubated on ice for 5 min, centrifuged and the supernantant 778 

was saved for EtOH determination (t=0).  The remaining samples from the seven groups 779 

were incubated at 37ºC and a sample of each group was withdrawn every 20 min and 780 

processed for EtOH determination.  At the end of the incubation with inhibitors, cell 781 
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viability was determined by Trypan blue exclusion as well as the ATP content as 782 

described before [20].  783 

 784 

Contribution to ATP supply of amino acid degradation  785 

 Amebas were re-suspended in PBS without glucose and incubated for 2 h at 786 

36°C in the absence or presence of 3% biosate (BD Bioxon; Estado de México, México) 787 

as amino acid source, and in the absence or presence of 30 mM 2DOG.  Samples were 788 

withdrawn at different times to determine viability and EtOH production as described 789 

above.  Cellular ATP was determined at the end of incubation  790 
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Scheme 1:  Elasticity analysis of glucose metabolism in E. histolytica 885 

 886 

 887 

 888 

Glc6P, Fru6P and Pyr were gradually varied in trophozoites by (i) supplying different 889 

glucose concentrations and (ii) by inhibiting with O2 or DPI; the EtOH and acetate fluxes 890 

were in parallel determined.  α represents the proportion of the carbon flux that goes to 891 

acetate (10%).  From the [metabolite] versus pathway flux relationship, the εai
X for the 892 

producer and consumer branches of each metabolite were determined and used to 893 

determine their CJ
ai.  Fru6P leaks refer to the use of this metabolite by the non-oxidative 894 

pentose phosphate pathway (and perhaps chitin synthesis).  Triosephosphate leaks 895 

mainly comprise the reactions for amino acid (from 3PG and Pyr) and lipid syntheses.   896 
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Table 1 Activities of the pathway enzymes in amebas incubated in 899 
PBS with different glucose concentrations and time intervals.  900 

Activity in nmoles/min*mg protein. ND, not determined  901 

 902 

 903 

 904 

 905 

 906 

 907 

 908 

 909 

 910 

 911 

 912 

 913 

914 

 glucose 0 mM glucose 15 mM 

Enzyme t=0 min t=30 min t=0 min t=30 min 

HK 87 92 89 103 

HPI 198 230 206 227 

PPi-PFK 203 197 210 195 

ALDO 142 150 133 164 

TPI 3986 4024 3950 3986 

GAPDH 302 277 332 324 

PGK 2080 2197 2062 2098 

PGAM 110 106 91 105 

ENO 479 502 519 516 

PPDK 274 303 290 279 

PFOR 906 980 950 988 

ADHE 84 90 85 84 

AcCoAS 145 ND ND 133 
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Table 2. Elasticities and flux control coefficients towards EtOH formation of 915 
amebal glycolytic reactions 916 
The εai

X values shown are the mean ± standard deviation of the linear fitting of the whole 917 

set of experimental points (positive or negative slopes; Fig. 2), which were derived from 918 

different cellular preparations (indicated in the legend to Fig. 2).  The CJEtOH
ai were 919 

calculated from the εai
X as described in Material and Methods using equations 1-5.  920 

Values without parentheses represent the εai
X determined from the titration with O2 and 921 

within parentheses those determined with DPI titration. 922 

 923 

Metabolite 
 

εprod
X  

 

εcons
X CJEtOH

prod CJEtOH
cons 

Glc6P -0.16 ± 0.0.05 

(-0.24 ± 0.07) 
 

0.60 ± 0.09 

(0.61 ± 0.34) 

0.79 ± 0.08 

(0.72 ± 0.12) 

0.21 ± 0.04 

(0.28 ± 0.09) 

Fru6P -0.39 ± 0.24 

(-0.39 ± 0.17) 

0.51 ± 0.28 

(0.56 ± 0.26) 

0.57 ± 0.21 

(0.59 ± 0.16) 

0.43 ± 0.15 

(0.41 ± 0.17) 
 

 
 
Pyr 

 
-0.12 ± 0.04 

(-0.12 ± 0.03) 
 

εPFOR-ADHE
Pyr 

0.42 ± 0.13 

(0.8 ± 0.36) 
 

 
0.77 ± 0.13 

(0.87 ±0.17 ) 

CJEtOH
PFOR-ADHE 

0.31 ± 0.15 

(0.13 ± 0.04) 

εPFOR-AcCoAS
Pyr 

0.52 

CJEtOH
PFOR-AcCoAS 
-0.08 

 924 

925 
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Table 3. Flux control distribution of E. histolytica glucose metabolism 926 
towards EtOH formation 927 

 CJEtOH
ai  

Enzyme or enzyme group (ai) O
2
 DPI 

HXT, HK, glycogen degradation 0.79 ± 0.08 0.72 ± 0.12 

Glycogen synthesis  -0.22 ± 0.13 -0.13 ± 0.02  

PPi-PFK, Fru6P leaks, ALDO, TPI, 
GAPDH, PGK, PGAM, ENO, PPDK, 
triosephosphate leaks 

0.20 ± 0.11 0.28 ± 0.13 

 
PFOR-ADHE 

 
0.31 ± 0.15 

 
0.13 ± 0.04 

PFOR-AcCoAS -0.08 ND 

PFOR 
ADHE 
AcCoAS 

0.13 ± 0.04 
0.18 ± 0.09 

-0.08 

 

ND, not determined 928 

 929 

930 
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FIGURE LEGENDS 931 

Figure 1:  Titration of glycolytic metabolites in amebal trophozoites  932 

Amebas were incubated either with (A) the indicated glucose concentrations for 933 

30 min; (B) PBS saturated with O2 for the indicated times; or (C) variable DPI 934 

concentrations for 60 min.  At the end of the incubations, the samples were processed 935 

for metabolite determination.  Control metabolite concentrations (mM) were: Glc6P 3.4 ± 936 

1.2; Fru6P 1.3 ± 0.2; Pyr 0.84 ± 0.12 and ATP 3.8 ± 0.9.  To calculate the intracellular 937 

concentration of metabolites it was assumed that amebal trophozoites have an 938 

intracellular water volume of 20 μL per 107 cells [20].  Two tailed Student’s t-test for non-939 

paired samples versus 10 mM glucose (A) and in the absence of inhibitors (B, C).  * p < 940 

0.01; ** p < 0.05 vs 10 mM glucose.   941 

 942 

Figure 2:  Experimental determination in E. histolytica of the elasticity coefficients 943 

of glycolytic reactions that produce and consume the indicated metabolites.  944 

 Amebal trophozoites were incubated in PBS with different concentrations of 945 

glucose (positive slopes), and O2 (A-C) or DPI (D-F) (negative slopes).  The pathway 946 

flux and metabolite concentrations were in parallel determined.  The solid straight lines 947 

represent the best-fitting of all the data obtained from three individual amebal cultures 948 

indicated with different symbols (except in Fig. 3F in which n=2).  In (C) the acetate and 949 

ethanol fluxes were added up for the Pyr supply group whereas EtOH (closed symbols) 950 

and acetate (asterisks; n=1) fluxes were separated for the Pyr-consuming groups.  951 

100% EtOH flux corresponds to 31 ± 8 nmoles/min* mg protein 952 

 953 

Figure. 3: Effect of inhibition of the controlling steps on amebal glycolytic flux, 954 

cell viability and ATP content. 955 

A) Amebas were incubated with 10 mM glucose or with no glucose added (- glc) in the 956 

absence or presence of 30 mM 2DOG. 0.05 μM DSF, 0.1 μM DPI or the indicated 957 
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combination of these inhibitors; the EtOH content was determined at the indicated times.  958 

The values shown represent the mean ± SD of three independent cell preparations. 959 

B) Time course of viability in amebas incubated with 2DOG, DPI and/or DSF.  960 

C) Amebas were incubated for 2 h with 10 mM glucose in the absence or presence of 961 

the indicated inhibitors.  At the end of incubation period, the cell viability was determined 962 

by Trypan blue exclusion (data from Fig. 3B) and ATP content by spectrophotometric 963 

assays as described above.  100% ATP content corresponds to 2.9 ± 0.6 mM.    964 

 965 

Figure 4: Effect of amino acid supply on cell viability, etOH flux and ATP 966 

production.  967 

Amebas were incubated without glucose and in the absence or presence of 3% biosate 968 

or 30 mM 2DOG.  Cell viability (A; n=2) and pathway flux (B; n=1) were determined as in 969 

Fig. 3.  In C) the ATP concentration was determined at the end of the 2 h incubation and 970 

in control amebas was 3.2 mM (n = 2).  971 

 972 



181 

 

181 

 

 973 
Figure 1 974 
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Figure 2 976 
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Figure 3  979 
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Figure 4  
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