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RESUMEN 
En este trabajo el gen Ehcp112 de Entamoeba histolytica, el cual codifica una proteína con 

homología a cisteína proteasas, se subclonó, se expresó en bacterias y se caracterizó la 

actividad enzimática. Se diseñaron oligonucleótidos iniciadores para amplificar por medio de la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR), tres fragmentos del gen Ehcp112: a) el gen 

completo de 1338 pb (preproenzima); b) un fragmento de 1281 pb que no codifica al péptido 

señal (proenzima); y c) un fragmento de 984 pb que codifica sólo la secuencia de la proteasa 

madura. Posteriormente, los fragmentos amplificados se clonaron en los vectores de expresión 

pRSETA y pTrcHis2C. Con las construcciones obtenidas se transformaron bacterias 

Escherichia coli de la cepa BL21 (DE3) pLys E. Las construcciones que codifican la 

preproenzima y la proenzima expresaron las proteínas recombinantes del peso molecular 

esperado en bacterias inducidas con IPTG. El anticuerpo monoclonal 5 (Mab5) que está 

dirigido contra el complejo EhCPADH, reconoció a la proteína EhCP112, mediante ensayos de 

“Western blot”. La proteína recombinante  de la proenzima  mostró actividad proteolítica sobre 

diferentes sustratos biológicos como gelatina, fibronectina, colágeno y hemoglobina en amplios 

rangos de temperatura que van desde 4 hasta 65 0C y de pH desde 3 hasta 9, sugiriendo que 

pudiera  participar en la citopatogenicidad de E. histolytica. La rEhCP112 se purificó mediante 

columnas de afinidad a Ni 2+ y se inmunizó en conejos para obtener anticuerpos policlonales 

(AbEhCP112), los cuales mediante ensayos de inmunofluorescencia y microscopía confocal 

localizaron a la proteína EhCP112 uniformemente distribuida en la membrana plasmática así 

como también en algunas vacuolas. Además, al utilizar anticuerpos policlonales AbEhADH112 

se pudo observar una colocalización de las proteínas EhCP112 y EhADH112 en la membrana 

de los trofozoítos amibianos, confirmando así que la adhesina de 112 kDa es un complejo 

ahora denominado EhCPADH, formado por estas dos proteínas. 
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ABSTRACT 

In this work the Entamoeba histolytica Ehcp112 gene, which codify a protein with homology to 

cysteine proteases, was subcloned, expressed and characterized. The primers were designed 

to amplify by means of the polymerase chain reaction (PCR), three fragments of the gene 

Ehcp112: a) the whole gene of 1338 pb (preproenzyme); b) a fragment of 1281pb that not 

codify to the signal peptide (proenzyme); and c) a fragment of 984 pb that codifies only the 

mature protease sequence. Later, the amplified fragments were cloned in the pRSETA and 

pTrcHis2C expression vectors. With the obtained constructions we transform bacteria 

Escherichia coli of strain BL21 (DE3) pLys E. The constructions that codify the preproenzima 

and the proenzyme expressed recombinant proteins with the expected molecular weight in 

IPTG induced bacteria. Monoclonal antibody 5 (Mab5) that was directed against the EhCPADH 

complex, recognized the EhCP112 protein by Western blot. The recombinant protein of the 

proenzyme (rEhCP112) showed proteolytic activity on different biological substrates as gelatin, 

fibronectin, collagen and hemoglobin in wide temperature ranges from 4 to 65 ºC and pH from 3 

to 9, suggesting that EhCP112 participate in the citopatogenicity of E. histolytica. rEhCP112 

was purified by means of Ni2+-affinity columns and it was immunized in rabbits to obtain 

policlonal antibodies (AbEhCP112). The AbEhCP112 antibodies by means of 

immunofluorescencia assays and confocal microscopy recognized the EhCP112 protein 

uniformly distributed in the plasma membrane, as well as in some vacuoles. In addition, when 

we used policlonal antibodies against the adhesion domain of EhADH112 a collocation of the 

proteins EhCP112 and EhADH112 in the membrane of the amebic trofozoites was observed, 

confirming that the adhesin of 112 kDa is a complex, now called EhCPADH, formed by these 

two proteins. 
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INTRODUCCIÓN 

 En los países en vías de desarrollo, las deficientes condiciones de sanidad e higiene 

debidas al bajo nivel socioeconómico permiten la infección y propagación de una variedad de 

parásitos intestinales.  

La amibiasis es la enfermedad infecciosa del ser humano causada por el protozoario 

Entamoeba histolytica. Esta especie vive regularmente como comensal en el lumen intestinal, 

aunque por factores aún desconocidos puede invadir la mucosa, llegando incluso a 

diseminarse a otros órganos por vía sanguínea, principalmente al hígado y, con menos 

frecuencia, a pulmón, cerebro, piel, genitales, bazo y riñón (Martínez-Palomo, 1982). Este 

protozoario entérico infecta al 10% de la población mundial, produciendo la amibiasis intestinal 

y el absceso hepático amibiano, causando por lo menos 100,000 muertes cada año (WHO, 

1997). 

 E. histolytica es un organismo eucariótico muy adaptado a su vida parasitaria. 

Anteriormente se pensaba que las amibas carecian de la mayoría de los organelos 

encontrados en células eucariótas típicas. Sin embargo, recientemente se ha encontrado por 

microscopía confocal, quitinasa retenida en un sistema membranal semejante al retículo 

endoplásmico y al complejo de Golgi (Ghosh y col, 1999), por otro lado, este complejo ha sido 

identificado también mediante microscopía electrónica de transmisión empleando tiamino-

pirofosfatasa (Mazzuco y col, 1997). Además, utilizando naranja de acridina y por hibridación in 

situ de trofozoítos con una sonda de rDNA, se ha detectado en trofozoítos vivos DNA 

citoplásmico en una estructura denominada EhKO (Orozco y col, 1997). Por otro lado, se ha 

reportado un organelo análogo a la mitocondria, basándose en la presencia de una proteína de 

origen mitocondrial como la chaperonina 60, en trofozoítos vivos de E. histolytica (Mai y col, 

1999; Tovar y col, 1999). 
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1. EPIDEMIOLOGÍA. 

 La amibiasis se encuentra ampliamente distribuida en todo el mundo. Aproximadamente 

el 10 % de la población mundial es portadora del parásito, aunque sólo un pequeño porcentaje 

presenta síntomas. Esta infección presenta una morbilidad y mortalidad elevada, lo que le 

permite ser clasificada como la segunda enfermedad parasitaria más importante a nivel 

mundial, precedida sólo por la malaria (WHO, 1997). En 1984 se estimó que cerca de 500 

millones de personas estaban infectadas con este parásito, de las cuales 40 millones 

presentaron colitis o abscesos hepáticos y al menos 40, 000 personas murieron de amibiasis 

en ese año (Walsh, 1988). 

 La amiba es un parásito cosmopolita, encontrado con mayor incidencia en zonas 

tropicales y subtropicales, y está relacionado a condiciones de sanidad deficientes, a la 

pobreza, la ignorancia y la mala nutrición del individuo (Cook, 1990). 

 En México, la amibiasis es una enfermedad endémica y es considerada un grave 

problema de salud pública, puesto que se encuentra entre las diez causas de mortalidad infantil 

por problemas gastrointestinales (Conde-Bonfil y Mora-Zherpa, 1992). Caballero y Salcedo 

(1994) encontraron que el 8.4 % de la población mexicana es seropositiva para antígenos de E. 

histolytica y ésta se incrementa marcadamente en zonas rurales. La prevalencia es más alta en 

niños de edad escolar (Cifuentes y col., 1994). 

 El Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiológica (1999) reportó que en México la 

variación de frecuencia en casos de amibiasis es de entre el 13 y 47 %, empleando varias 

técnicas de diagnóstico y varios subgrupos poblacionales. En 1999, los estados de Veracruz, 

Chihuahua, Guerrero y Chiapas ocuparon los primeros lugares en índice de amibiasis 

intestinal. Sin embargo, la formación de abscesos hepáticos ha aumentado, presentándose con 

mayor incidencia en los estados de Veracruz, Sinaloa y Guerrero, en donde predomina un 
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clima cálido, apto para el desarrollo de esta parasitosis (Sistema Nacional de Vigilancia 

Epidemiológica 1999). 

 En una revisión de reportes publicados de amibiasis invasiva y estudios de parasitología 

desde 1929 – 1997 se encontró que la amibiasis invasiva (disentería, absceso hepático, 

perforación colónica, peritonitis, apendicitis y ameboma) mostró una proporción mayor en 

hombres que en mujeres (3.2:1); sin embargo, la infección asintomática está igualmente 

distribuida entre ambos géneros (Acuña-Soto y col., 2000).  

2. CLASIFICACIÓN TAXONOMICA. 

 Inicialmente, se pensaba que E. histolytica había divergido de los eucariotes antes de la 

adquisición de mitocondrias y de otros organelos, sin embargo, los estudios filogenéticos 

basados en la comparación de las secuencias de la subunidad pequeña del DNA ribosomal 

(srDNA) han establecido que E. histolytica  pertenece a un linaje relativamente cercano al de 

los eucariotes actuales (Clark y Roger, 1995). 

 E. histolytica pertenece al phylum de los Rhizopodos cuya característica principal es la 

presencia de pseudópodos en algún estado de su vida y a la familia de los Entamoebidae 

cuyos miembros son todos parásitos.  

3. CICLO DE VIDA. 

 E. histolytica presenta dos fases principales en su ciclo de vida. El quiste que es la fase 

infectiva, es inmóvil y resistente a los cambios ambientales, está rodeado por una pared 

quitinosa, es tetranucleado con un cariosoma central (Martínez-Palomo, 1982). El trofozoíto 

que es la fase invasiva, vive adherido a la mucosa de la parte terminal del intestino delgado y 

de la mucosa del intestino grueso, en donde se alimenta de residuos alimenticios, bacterias y 

células del huésped. 
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 El humano se infecta al ingerir quistes que viajan por el aparato digestivo hasta el íleon 

donde desenquistan y dan lugar a un protoplasto desnudo tetranucleado. Cada uno de los 

núcleos se divide y el protoplasto da origen a ocho trofozoítos metaquísticos uninucleados, los 

cuales migran al ciego y se adhieren a la mucosa intestinal del intestino delgado y grueso, y se 

dividen por fisión binaria. Los trofozoítos pueden seguir cualquiera de las siguientes vías: i) vivir 

en el intestino como comensales; ii) enquistarse; iii) invadir la mucosa intestinal y producir 

desde síntomas leves hasta disentería grave; iv) invadir otros órganos, lo que les impide 

completar su ciclo de vida, ya que no regresan al lumen del intestino, v) salir al ambiente con 

las heces para morir inmediatamente debido a su poca resistencia a las condiciones 

atmosféricas. El enquistamiento se realiza en el lumen del intestino y cuando éste madura, 

aparecen cuatro núcleos y el ciclo de vida se completa con la expulsión del quiste con las 

heces al medio ambiente, donde resiste las condiciones externas, hasta que infecta un nuevo 

huésped (Martínez-Palomo, 1989). Los mecanismos moleculares que definen cuál vía seguirán 

los trofozoítos se desconocen casi en su totalidad. 

4. CARACTERÍSTICAS MORFOLÓGICAS DEL TROFOZOÍTO. 

 Este parásito se diferencia de los procariotes por tener el núcleo organizado, posee un 

genoma complejo y presenta la superficie constituida por una sola membrana plasmática. En el 

laboratorio se trabaja unicamente con la fase trofozoítica, ya que no ha sido posible propagar 

los quistes en cultivo. Los trofozoítos se cultivan en el medio axénico (sin bacterias) TYI-S-33 

descrito por Diamond en 1978 y éstos no enquistan espontáneamente, ni existe un método 

adecuado y reproducible para lograr el enquistamiento. 

 El trofozoíto mide de 8 – 40 μm, es pleomórfico y muy dinámico, se desplaza por medio 

de la formación de pseudópodos y filópodos, y presenta un uroide en la parte posterior. Es 

altamente sensible a los cambios de temperatura, pH y osmolaridad. Su citoesqueleto está 
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formado por actina, miosina y tubulina. Los filamentos de actina F se detectan en la parte 

posterior de los trofozoítos, en el uroide y en las “bocas fagocíticas” mientras que la actina 

despolimerizada (actina G) se concentra en los pseudópodos (Bailey y col., 1992). Se sugiere 

que la actina tiene un papel importante en la patogenicidad del parásito (De la Garza y col., 

1989), ya que una vez que ocurre la adhesión se induce una rápida polimerización de 

filamentos de actina (Guillen, 1996). 

4.1. Membrana plasmática. 

 La membrana de E. histolytica es similar a las membranas celulares de eucariotes 

superiores. La composición de lípidos difiere cualitativa y cuantitativamente de la de las células 

de mamífero, en las amibas predominan los lípidos que contienen etanolamina sobre los que 

contienen colina, la fosfatidilcolina se encuentra en grandes cantidades y además se encuentra 

un fosfolípido poco usual, la ceramida aminoetil fosfonato (Aley y col., 1980). La membrana 

plasmática es diferente en composición fosfolipídica de las membranas vesiculares, en estas 

últimas predomina la ceramida aminoetil fosfonato y los niveles de fosfatidilcolina son menores 

(Aley y col., 1980). La ceramida aminoetil fosfonato es un fosfolípido resistente a la hidrólisis 

enzimática, que probablemente protege al trofozoíto de las enzimas del aparato digestivo 

(Martínez-Palomo, 1986). Esta composición de lípidos podría explicar en parte la notable 

plasticidad y elasticidad de las membranas amibianas (Cerbón y Flores, 1981). La superficie de 

las amibas contiene carbohidratos como glucosa y manosa (Martínez-Palomo, 1986). Aley y 

col., (1980) obtuvieron doce glicoproteínas de membrana plasmática con pesos moleculares de 

12, 000 a 200, 000 kDa. 

 La membrana plasmática del trofozoíto presenta una gran plasticidad, permitiendo así la  

continua producción de pseudópodos y el recambio constante de membrana observado 

durante la endocitosis y la exocitosis (Martínez-Palomo, 1986). La formación de parches y 
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“Caps”, es un mecanismo de evasión de la respuesta inmune, además muestra un movimiento 

lateral y selectivo de las moléculas de la membrana (Calderón y col., 1980). El movimiento de 

estas moléculas se activa con la presencia de ligandos como anticuerpos o lectinas (Calderón y 

col., 1980; Martínez-Palomo y col., 1973) y de células que le sirven a la amiba de alimento 

(Ravdin y Guerrant, 1981). El movimiento lateral y selectivo de las moléculas sugiere una 

acelerada síntesis de componentes de la membrana, ya que el casquete puede ser endocitado 

o desprendido de la célula con la consecuente pérdida de proteínas y otras moléculas (Aust 

Kettis y Sunquist, 1980; Calderón y col., 1980). Sin embargo, se ha visto que durante el 

proceso de formación de casquetes la amiba sigue exponiendo nuevos antígenos en toda la 

membrana celular (Espinosa-Cantellano y Martínez-Palomo, 1991). 

 En la membrana plasmática se llevan a cabo varios eventos importantes para el 

establecimiento del parásito en su huésped como son: la formación del casquete para eliminar 

los anticuerpos o ligandos del huésped, la adhesión del trofozoíto con la célula blanco y como 

consecuencia de ésta, el efecto citopático dependiente de contacto, la fagocitosis, la presencia 

del amebaporo ó proteína que produce daño a la membrana de la célula huésped y la 

secreción de proteasas que producen daño en el huésped.  

4.2. Citoplasma. 

 El citoplasma de los trofozoítos de E. histolytica comparte características de procarionte 

y eucarionte. El posible complejo de Gogi identificado por Ghosh y col., (1999) consiste de 

vesículas de diferente tamaño sensibles a brefeldina A y vesículas perinucleares grandes, por 

lo que estos autores concluyeron que la vía secretora en los trofozoítos tiene gran similitud con 

las de las células eucariotas típicas.  

 En el citoplasma existen vacuolas de diferentes tipos: endocíticas, fagocíticas, exocíticas 

y autofágicas, además de lisosomas primarios y secundarios (Martínez-Palomo, 1989). El 
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tamaño de las vacuolas varía desde menos de 0.1 hasta 10 μm (Proctor y Gregory, 1973), su 

función y contenido celular se desconoce. Los lisosomas se identificaron por la presencia de 

fosfatasas ácidas, pero no existen marcadores moleculares para identificar a cada una de las 

vacuolas (Kobayashi y col., 1982). Aunque diversas ATPasas pequeñas de la familia Rab, 

pudieran actualmente ser usadas como marcadores para esas vesículas (Rodríguez y col., 

2000, Saito-Nakano y col., 2005). 

 En el citoplasma de E. histolytica se presentan ribosomas con arreglos helicoidales de 

tamaño aproximado de 300 nm de largo y 40 nm de diámetro (Kress y col., 1971). Estos 

arreglos helicoidales ribosomales se compactan y forman los cuerpos cromatoides, los cuales 

aparecen principalmente en trofozoítos crecidos en medios bifásicos y en quistes, estas hélices 

ribosomales se encuentran asociadas a vacuolas digestivas y en ocasiones a cisternas 

membranosas (Morgan y col., 1968). 

 Anteriormente la ausencia de mitocondrias en este parásito era aceptada. Sin embargo, 

Orozco y col., (1997) encontraron DNA citoplásmico de trofozoítos de E. histolytica en una 

estructura que llamaron EhkO (E. histolytica kinetoplast-like organelle), el tamaño de estas 

estructuras es de aproximadamente 2.5 μm de diámetro. El DNA del EhkO tiene secuencias de 

genes ribosomales y su arreglo es en rosetas y círculos complejos (Orozco y col., 1997). En su 

membrana plasmática y en los EhkOs, se encuentra la enzima piruvato ferredoxina 

oxidorreductasa (Rodríguez y col., 1998). 

 Por otra parte, la chaperonina 60 (Hsp60), una proteína de origen mitocondrial se ha 

encontrado en una estructura llamada mitosoma (Tovar y col., 1999). Paralelo a este reporte 

Mai y col., (1999) encontraron un organelo análogo a mitocondria al cual denominaron “criptón”. 

Al ser inducidos los trofozoítos por una incubación a 42 ºC, se encontraron grandes cantidades 

de la proteína Hsp60 y de su transcrito (Mai y col., 1999). Es probable que tanto el mitosoma 
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como el criptón (Tovar y col., 1999 y Mai y col., 1999), correspondan a la estructura 

denominada EhkO (Orozco y col., 1997). 

4. 3. Núcleo.  

 El núcleo es el único organelo bien definido en E. histolytica. Imágenes de microscopía 

electrónica de transmisión (MET) y criofractura, muestran a la membrana nuclear formada por 

una bicapa lipídica con poros (Martínez-Palomo, 1982). El trofozoíto generalmente tiene un 

núcleo que mide de 4 a 7 μm. Albach y col., (1980) demostraron, utilizando experimentos de 

incorporación de [3H]-uridina, que la pericromatina tiene tanto DNA como RNA y que ahí es 

donde se lleva a cabo la síntesis de RNA. 

4. 4. Genoma y variabilidad genética en E. histolytica. 

 E. histolytica presenta una gran variabilidad fenotípica tanto en cepas como en clonas. 

Los trofozoítos en cultivo cambian frecuentemente de fenotipo, pierden la virulencia cuando se 

cultivan en medio axénico (Phillips y col., 1973), la cual recuperan al ser inoculados en hígado 

de hámster (Lushbaugh y col., 1978; Orozco y col., 1983), pueden aumentar o disminuir su 

capacidad de fagocitosis y presentar resistencia variable a la lisis por complemento humano 

(Calderón y Tovar Gallegos, 1986). Clonas obtenidas de una misma población tambien 

presentan estos cambios (Baca, 1991), lo cual indica la gran variabilidad genética en este 

parásito (Orozco y col., 2000). 

 El genoma de E. histolytica presenta un bajo contenido de G + C (22.4 %), está 

compuesto de cromosomas lineales y DNA circular de diferentes tamaños que van desde 5 a 

60 kb (Orozco y col., 1997). Uno de  los círculos más estudiados es una molécula de DNA de 

25 kb, que corresponde al episoma ribosomal (Bhattacharya y col., 1989; Huber y col., 1989). 

 La amplificación genética no programada (AGNP), en células de mamífero 

transformadas ocurre por la presencia de secuencias palíndrómicas y repetidas, que originan 
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múltiples copias de genes y heterogeneidad genética (Báez-Camargo y col., 1996). E. 

histolytica  posee un genoma rico en A + T con abundantes palíndromos y repetidos, así como 

una gran heterogeneidad genética entre clonas relacionadas genéticamente, por lo que se 

piensa que en este parásito también se presenta la AGNP (Báez-Camargo y col., 1996). 

Muestras de DNA de E. histolytica obtenidas por electroforesis de campos pulsados, mostraron 

formas clásicas del modelo de piel de cebolla de AGNP, tales como asas, burbujas, círculos 

concéntricos, estructuras en forma de mariposa y rosetas (Orozco y col., 1997). 

 La variación del contenido de DNA en trofozoítos de cultivo ha sido reportado por varios 

grupos, la cual puede ser debido al nivel de ploidía, repetidos de DNA y la heterogeneidad en 

células cultivadas axénicamente (Mackenstedt y col., 1990; López-Revilla y Gómez, R., 1978). 

 Se ha reportado que el tamaño del genoma haploide de los trofozoítos de E. histolytica 

es aproximadamente 0.33 pg (107.5 pb) y su contenido de DNA nuclear en fase semi-log es de 

0.45 pg, lo que indicaría que la amiba pudiera tener una ploidía de 14 n. Sin embargo, varios 

grupos han encontrado que la cantidad de DNA de cepas y clonas cultivadas axénicamente 

varía (Albach, 1989; López-Revilla y Gómez, 1978). El contenido de DNA también ha sido 

determinado por análisis de citometría de flujo y se encontró que este parásito es hipoploide 

durante la fase exponencial de crecimiento, ya que tiene 20 % menos de DNA con respecto a 

la obtenida durante la fase diploide, la cual según estos autores es de 0.24 pg de DNA por 

célula (Dvorak y col., 1995). 

 La variación en el contenido de DNA puede ser debido a varios factores, como son la 

presencia de secuencias repetidas de DNA, las cuales juegan un papel importante en la 

recombinación genética de protozoarios parásitos (Lanzer y col., 1995) y en la regulación de 

genes como sucede en muchos organismos (Van Belkum y col., 1998) y por otro lado, la 

amplificación de algunos segmentos de DNA no identificados con precisión. 
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5. DIFERENCIACION DE LA ESPECIE. 

 E. histolytica presenta un comportamiento poco común, ya que con frecuencia actúa 

como comensal y menos habitualmente como invasor. Muchos autores plantean la existencia 

de dos especies, una no patógena llamada E. dispar y otra patógena denominada E. histolytica 

(Clark, 1998; Diamond y Clark, 1993). Así, de acuerdo a esta hipótesis, los portadores 

asintomáticos estarían infectados por la especie no patógena, incapaz de causar enfermedad y 

los pacientes con amibiasis invasiva estarían infectados por la especie patógena. 

 Sargeaunt y col, (1982) apoyan la existencia de dos especies, ya que observaron que 

las cepas obtenidas de pacientes con amibiasis invasora tienen distinto zimodemo (patrón 

electroforético de un conjunto de isoformas enzimáticas) a las cepas no patógenas. 

 Varias moléculas permiten distinguir entre trofozoítos patógenos y no patógenos. Entre 

éstas se encuentran: el antígeno de superficie de 29 kDa (Reed y col., 1992), la proteína 

inmunodominante de 96 kDa presente sólo en cepas patógenas y que es reconocida por 

sueros de pacientes con amibiasis sintomática, los cuales no reconocen lisados de amibas no 

patógenas (Torian y col., 1990). El antígeno de 30 kDa identificado por Tachibana y col., (1990) 

y Torian y col., (1990) es distinto entre cepas patógenas y no patógenas. También se han 

encontrado diferencias en las secuencias de genes que codifican algunas proteínas como en el 

antígeno de superficie de 125 kDa. Este es un gen que presenta una diferencia del 13 % en su 

secuencia entre amibas patógenas y no patógenas (Tannich y col., 1989).  

 El complejo EhCPADH, antes reportado como la adhesina de 112 kDa, es una molécula 

que no se expresa o es deficiente en mutantes no virulentas de cepas patógenas (Rodríguez y 

Orozco, 1986). Vargas y Orozco (1993) encontraron que esta molécula tampoco se expresa en 

la cepa MAV1 aislada de un portador asintomático, cuando se cultiva en medio polixénico y 
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tiene zimodemo no patógeno. Sin embargo, cuando la clona MAV1 se axenizó, su zimodemo 

cambió a patógeno y los anticuerpos reconocieron a la adhesina de 112 kDa. 

 Por tanto, estos marcadores sugieren una diferencia biológica acentuada entre cepas 

patógenas y no patógenas, y apoyan la existencia de dos especies. Sin embargo, existen 

reportes que indican que los zimodemos no son estables, pues varían con las condiciones de 

cultivo (Mirelman y col., 1986; Andrews y col., 1990; Vargas y Orozco, 1993). Al modificarse el 

zimodemo, parece modificarse también la expresión de algunas de las moléculas que 

participan en el reconocimiento de la célula blanco (Vargas, 1994) y de algunas secuencias de 

DNA (Garfinkel y col., 1989). Además, se han logrado amplificar algunos de los genes 

reportados como exclusivos de cepas patógenas, en cepas no patógenas (Vargas, 1994). 

 Algunos autores han propuesto que las diferencias moleculares observadas entre cepas 

patógenas y no patógenas se deben a interconversiones fenotípicas de cepas no patógenas a 

patógenas dentro de una misma especie, que pueden incluir desde modulaciones en la 

expresión de ciertos genes hasta amplificaciones y arreglos génicos (Spice y Ackers, 1992; 

Mirelman y col., 1993; Orozco y col., 1993b). Orozco y col., (1985) aislaron de la cepa 

heterogénea HM1:IMSS trofozoítos altamente agresivos y otros que son incapaces de adherir 

y/o fagocitar eritrocitos. También, se ha demostrado que luego de una exposición prolongada 

de los trofozoítos a suero al 20 % se pueden aislar amibas resistentes a la acción del 

complemento (Calderón y Tovar Gallegos, 1986; Baca, 1991) y después de clonaciones 

sucesivas y crecimiento durante varias generaciones de esta población clonal ocurre una gran 

variabilidad en el fenotipo de resistencia a complemento (Baca, 1991). 

 El desconocimiento de la complejidad del genoma amibiano y sus mecanismos de 

expresión, así como los cambios espontáneos que sufren las amibas en cultivo en varios 

fenotipos, ponen en duda la propuesta de las dos especies para explicar la diferencia en la 
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virulencia de las amibas e implican la necesidad de obtener más evidencias experimentales 

antes de hacer conclusiones definitivas. 

6. FACTORES QUE AFECTAN LA VIRULENCIA  DE E. histolytica.  

 Es dificil todavía de explicar por qué algunas cepas amibianas son capaces de invadir 

tejidos del hospedero, mientras que otras permanecen en la luz del intestino sin producir daño 

aparente. No se conocen con exactitud los factores que determinan la invasión epitelial por 

parte de microorganismos patógenos, pero se sabe que intervienen factores del huésped, del 

microambiente y del parásito (Cook, 1990). 

6.1. Factores del huésped. 

 Factores del huésped como el aspecto nutricional, el inmunológico, el fisiológico y el 

genético, intervienen para favorecer o impedir una infección amibiana (Pérez-Tamayo y Brandt, 

1971). En el desarrollo de la enfermedad es importante la dieta, ya que la intensidad de la 

amibiasis disminuye con una dieta rica en proteínas y aumenta con una dieta rica en 

carbohidratos (Ravdin, 1986). La carencia de vitamina B y C también favorece el desarrollo de 

esta parasitosis (Pérez-Tamayo, 1989). Así mismo, un aumento en el colesterol sérico se 

asocia con la incidencia de lesiones extraintestinales y de abscesos hepáticos (Ravdin, 1986). 

El sexo y la edad también son factores de riesgo en la amibiasis, ya que en el hombre el 

absceso hepático amibiano es tres veces más frecuente que en mujeres, mientras que el 30 % 

de los casos pediátricos se presentan en niños menores de dos años (Ravdin, 1986). El estrés 

y el estado inmunológico determinan en cierto grado la susceptibilidad de los individuos a la 

amibiasis (Kretschmer, 1989).  

6.2. Factores del microambiente. 

 En la interacción parásito-célula blanco, los factores del microambiente, permiten o 

dificultan la colonización del tejido del parásito. Dentro de estos se incluyen a la flora intestinal, 
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a la mucosidad que reviste al epitelio, los estrechos rangos de temperatura, humedad, pH y la 

concentración de ciertos elementos nutricionales (Pérez-Tamayo, 1989). 

 La interacción de los trofozoítos con las bacterias se ha reportado como un fenómeno 

altamente específico, en el que intervienen componentes de la superficie de E. histolytica con 

actividad de lectina y residuos de N-acetilglucosamina y N-acetilgalactosamina presentes en la 

superficie de las bacterias (Bracha y col., 1982; Kobiler y Mirelman, 1980). La virulencia de la 

amiba se ve incrementada por el contacto con bacterias y también se ha correlacionado con la 

presencia de receptores para manosa y con la actividad de catalasa de algunas cepas 

bacterianas (Bracha y Mirelman, 1984). Sin embargo, el aumento de la virulencia de los 

trofozoítos amibianos se da con la presencia de bacterias intactas, ya que lisados bacterianos y 

bacterias atenuadas por calor o por irradiación no tienen efecto sobre la virulencia, sugiriendo 

de esta manera que el mecanismo potenciador no se limita a la participación de unas cuantas 

moléculas, sino que es de mayor complejidad (Mirelman y col., 1983). 

 La interacción de bacterias E. coli de la cepa 055 irradiadas, hasta completa 

inactivación, con luz ultravioleta con trofozoítos de cepas con diferente grado de virulencia 

mostró un efecto activador de la virulencia, de la eritrofagocitosis, del efecto citopático y de la 

actividad citotóxica, tanto en trofozoítos virulentos como en los de virulencia atenuada. Las 

bacterias no incrementaron la adhesión, lo que sugiere que la adhesión por sí sola no es la 

responsable del aumento de la virulencia (García-Rivera, 1987). Posteriormente, Gómez y col., 

(1995) demostraron que la asociación de trofozoítos con bacterias E. coli 055 y 0115 

produjeron un aumento significativo de la eritrofagocitosis y de la capacidad de destruir 

monocapas de células de mamífero en las amibas sólo de cepas patógenas, pero no en 

trofozoítos aislados de cepas no patógenas. Estos resultados sugieren la existencia de formas 

virulentas y no virulentas y por lo tanto, no apoyan la interconversión del fenotipo de virulencia. 
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Sin embargo, poco se sabe acerca de cómo las bacterias influyen sobre la virulencia de las 

amibas, principalmente con los aislados de cepas no virulentas de portadores asintomáticos. 

6.3. Factores propios del parásito. 

 Los factores intrínsecos del parásito incluyen a todas aquellas propiedades y moléculas 

que le permiten al trofozoíto llevar a cabo el mecanismo de agresión sobre la célula blanco. La 

mayoría de estas moléculas se describen en detalle en secciones posteriores. 

 Comparando ciertas cepas y clonas del parásito se han determinado las siguientes 

propiedades de los trofozoítos como marcadores de patogenicidad: i) Falta de carga eléctrica 

de superficie (Trissl y col., 1977), ii) alta susceptibilidad para aglutinarse en presencia de 

concanavalina A (Con A). La aglutinación de los trofozoítos con Con A se debe a la presencia 

de glicoproteínas con residuos de glucosa y manosa en la membrana de la amiba. Esta lectina 

aglutina trofozoítos de las cepas patógenas, pero no a los de las cepas no patógenas (Trissl y 

col., 1977). Sin embargo, Orozco (1981) no encontró diferencias en la aglutinación por esta 

lectina en tres cepas de diferente virulencia. Por lo tanto, es posible que los carbohidratos 

reconocidos por Con A participen de alguna manera en la relación huésped-parásito, pero que 

su presencia no sea suficiente por sí sola para que se realice el mecanismo de agresión de la 

amiba., iii) alta tasa de eritrofagocitosis (Trissl y col., 1978; Orozco y col., 1983) y iv) capacidad 

para destruir células en cultivo (Orozco y col., 1980).    

7. BASES BIOLÓGICAS DEL MECANISMO AGRESOR DE E. histolytica.  

 E. histolytica es un parásito con una gran actividad lítica. El estudio de las propiedades 

biológicas de los trofozoítos amibianos que participan en la expresión de la virulencia, ha 

permitido distinguir cuatro etapas en el mecanismo agresor de E. histolytica sobre la célula 

blanco: adhesión, citólisis dependiente de contacto, fagocitosis y degradación intracelular 

(Orozco y col, 1983; Martínez-Palomo, 1986; Pérez-Tamayo, 1986; Ravdin, 1986). 
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7.1. Adhesión. 

Los trofozoítos de E. histolytica se adhieren a monocapas de células epiteliales en 

cultivo y también a superficies inertes como plástico y vidrio. La adhesión de los trofozoítos a 

substratos inertes es mediada por mecanismos inespecíficos, mientras que la adhesión a 

células epiteliales, requiere de un mecanismo específico donde se involucran moléculas de la 

superficie del parásito  (adhesinas) y moléculas en la superficie de la célula blanco (receptores) 

(Martínez-Palomo, 1986). 

 Para la identificación de las moléculas de los trofozoítos de E. histolytica que participan 

directamente en la relación huésped-parásito se han realizado, entre otros, estudios de 

inhibición de la adhesión de trofozoítos a su célula blanco, mediante el uso de azúcares y de 

anticuerpos específicos. Estos estudios demostraron que si se inhibe la unión, también se 

inhibe el proceso patogénico sobre las células blanco (Ravdin y col, 1985; Cano-Mancera y 

López-Revilla, 1987; Arroyo y Orozco, 1987), sugiriendo que el contacto inicial entre el 

trofozoíto y éstas células es mediado por interacciones específicas, y que la adhesión es 

necesaria para que ocurra la fagocitosis y la citólisis. 

  Las primeras evidencias de que la adhesión de los trofozoítos a la célula blanco está 

mediada por receptores específicos se obtuvieron a partir de experimentos de adhesión,  

utilizando eritrocitos de diferentes especies, las cuales mostraron que los trofozoítos tienen una 

preferencia para unir los eritrocitos de hámster y de humano (Olguín, 1984). En la adhesión 

participan dos proteínas con actividad de lectina que se identificaron por la capacidad de los 

extractos amibianos para aglutinar eritrocitos y células de la línea CHO. Una de ellas es 

inhibida por oligosacáridos de N-acetil-glucosamina (Kobiler y Mirelman, 1980), y tiene un peso 

molecular de 220 kDa (Rosales-Encinas y col, 1987). La otra lectina se inhibe por galactosa y 

N-acetil-galactosamina, aglutina eritrocitos humanos y células CHO (Ravdin y Guerrant, 1981), 
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tiene un peso molecular de 260 kDa y está formada por subunidades, de 170 y 35 kDa (Ravdin, 

1989).  

 Otras proteínas que participan en la adhesión de los trofozoítos a su célula blanco son: 

la adhesina de 112 kDa (Arroyo y col, 1987; Rodríguez y col, 1989), la proteína rica en serinas 

de E. histolytica (SREHP) de 52 kDa (Stanley y col, 1990) y las proteínas de 90, 70, 50 y 24 

kDa identificadas por ensayos de ligando (Rodríguez y col, 1989). 

7. 2. Citólisis dependiente de contacto. 

 El efecto citoletal de los trofozoítos sobre la célula blanco fue demostrado por estudios 

micro cinematográficos (Ravdin y Guerrant, 1980 y 1981). Hasta el momento se desconoce el 

mecanismo exacto por medio del cual los trofozoítos amibianos lisan a la célula blanco, pero se 

sabe que la temperatura es un factor importante para que se efectúe, ya que a 37°C se 

observa el óptimo de dicho mecanismo (Ravdin y Guerrant, 1981). 

 Los microfilamentos amibianos son necesarios para que los trofozoítos puedan lisar a la 

célula blanco, ya que las citocalasinas B y D, drogas que interfieren en su formación, inhiben el 

efecto citoletal amibiano (Guerrant y col, 1981). El flujo transmembranal de calcio también 

interviene en la actividad lítica de los trofozoítos amibianos, agentes quelantes del calcio como 

el EDTA y el EGTA, inhiben el efecto citolítico del parásito sobre células blanco (Ravdin y col, 

1982; Ravdin y col, 1985b).  

La lisis de la célula blanco puede estar mediada, entre otros factores, por la actividad de 

cisteína proteasas, ya que se ha observado que su secreción es un factor importante para 

determinar el grado de agresividad de los trofozoítos (McKerrow, 1989) ; además, también se 

ha demostrado que monocapas de fibroblastos son destruidas por las cisteína proteasas 

purificadas de E. histolytica (Keene y col, 1990) y la inhibición por RNA antisentido de la 
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expresión de cisteína proteasas provoca una disminución en la producción de abscesos 

hepáticos en el animal de experimentación (Ankri y col., 1999b).  

Otros factores que participan en el mecanismo de agresión dependiente del contacto de 

E. histolytica con sus células blanco son los lisosomas de superficie (Eaton y col, 1969 y 1979), 

la colagenasa (Muñoz y col, 1982) y la proteína formadora de poros (Lynch y col, 1982: Young 

y col, 1982).  

7. 3. Fagocitosis. 

 Una vez que se ha llevado a cabo la citólisis dependiente de contacto, las amibas 

patógenas ingieren a las células lisadas, aunque los trofozoítos también pueden ingerirlas vivas 

(Martínez-Palomo, 1986). Hay reportes en los que se menciona que las cepas patógenas 

ingieren mayor número de eritrocitos con respecto a los trofozoítos de cepas no patógenas 

(Trissl y col, 1978). Orozco y col., (1983, 1985) y Rodríguez y Orozco (1986) aislaron clonas 

amibianas deficientes en fagocitosis a partir de amibas altamente virulentas. Para ello los 

trofozoítos amibianos se alimentaron con la cepa CR34 Tim-- de E. coli  previamente cultivadas 

en un medio suplementado con bromodesoxiuridina (BrdU). Posteriormente, los trofozoítos se 

irradiaron con luz U.V., la cual rompe el DNA en los sitios donde se incorpora la BrdU. Con este 

tratamiento, las amibas con mayor poder fagocítico murieron a la hora de dividirse, mientras 

que las que fagocitaron en menor grado sobrevivieron y se cultivaron en el medio TYI-S-33 

descrito por Diamond y col. (1978). Con esta estrategia se obtuvieron varias clonas que 

muestran una notable reducción en la velocidad de fagocitosis, en el efecto citopático, y en la 

formación de abscesos hepáticos en animales de experimentación. 

  La fagocitosis en E. histolytica puede ser de dos tipos: a) uno no específico por medio 

del cual los trofozoítos ingieren partículas como almidón, látex, hierro, etc., y el contacto inicial 

puede estar mediado por fuerzas electrostáticas (Martínez-Palomo, 1986) y b) un mecanismo 

   



 20

altamente específico en donde intervienen moléculas de superficie llamadas adhesinas, que 

participan en el reconocimiento y unión de los trofozoítos a la célula blanco (Arroyo y Orozco, 

1987). La especificidad de este mecanismo se ha comprobado en repetidas ocasiones al 

observarse diferentes afinidades de los trofozoítos amibianos hacia eritrocitos de diferentes 

especies de mamíferos y de bacterias (Ravdin y Guerrant, 1981; Bracha y col, 1982; Olguín, 

1984). García–Rivera y col. (1982) demostraron, al utilizar mutantes en adhesión, que la 

disminución en esta función disminuye también la fagocitosis de los trofozoítos amibianos. 

 Orozco y col. (1988) propusieron un modelo para la fagocitosis en E. histolytica. Este 

modelo propone que los trofozoítos son atraídos quimiotácticamente hacia la célula blanco 

(Bailey, 1992). Posteriormente, se realiza la unión de los trofozoítos a la superficie de la célula 

blanco, mecanismo en el que intervienen las adhesinas localizadas en la superficie amibiana y 

receptores específicos de la célula blanco (Smith, 1977; Orozco y col, 1982). Una vez que se 

lleva a cabo la unión, existe una redistribución de las células blanco en la superficie de los 

trofozoítos (Trissl y col, 1977; Calderón y col, 1980), y ocurre un desencadenamiento de 

señales intracelulares que permiten la secreción de enzimas, entre ellas algunas proteasas, 

que producen la lisis de la célula blanco (McLaughlin y Aley, 1985). Mas tarde ocurre la emisión 

de pseudópodos por el trofozoíto, con el objeto de envolver a la célula blanco, permitiendo así 

la internalización de la vacuola fagocítica para su posterior fusión con el lisosoma, dando lugar 

a la formación del fagosoma (Chapman-Andresen, 1977). Finalmente, ocurre la acción de las 

enzimas digestivas amibianas sobre el material fagocitado. Así, las actividades de proteasas 

son muy importantes para la lisis dependiente de contacto y en la digestión de las células 

fagocitadas ya que la inhibición por RNA antisentido de las cisteína proteasas disminuyeron la 

fagocitosis (Ankri y col., 1999a). Entre las actividades proteolíticas detectadas en los trofozoítos 

amibianos se incluyen; la tripsina, la pepsina, la gelatinasa (Neal, 1960; Jarumilinta y 
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Maegraith, 1969), y actividades enzimáticas sobre caseína, fibrina, hemoglobina (Neal, 1960; 

Jarumilinta y Maegraith, 1969), azocol, azocaseína, hemoglobina y colágena (McLaughlin y 

Faubert, 1977).  

8. PROTEASAS. 

    Las proteasas catalizan el rompimiento de enlaces peptídicos en proteínas y péptidos. 

Las proteasas han sido identificadas en sistemas biológicos desde virus hasta vertebrados. 

Conforme los proyectos de secuenciación de los genomas de distintos organismos se han ido 

completando, ha llegado a ser claro que las proteasas comprenden aproximadamente el 2 % 

de todos los genes de un organismo y son expresados con poca variación entre organismos 

(Barret, 1994). Las proteasas varían desde monómeros de 10 kDa a complejos multiméricos de 

varios cientos de kDa. La catálisis puede ser iniciada dentro de una cadena polipeptídica 

(actividad de endoproteasa) o también desde los extremos amino o carboxilo (actividad de 

exopeptidasa) (Sajid y McKerrow, 2002).  

 La mayoría de las proteasas son exopeptidasas que cortan uno o unos cuantos 

aminoácidos del extremo amino o carboxilo terminal (Barret y col., 2000). Las exopeptidasas 

que actúan en el amino terminal libre liberan un residuo de aminoácido simple 

(aminopeptidasas) o un dipéptido o tripéptido (dipeptidil – peptidasas y tripeptidil – peptidasas). 

Las que actúan en un carboxilo terminal libre liberan un residuo simple (carboxipeptidasas) o 

un dipéptido (peptidil – dipeptidasas). Otras exopeptidasas son específicas para dipéptidos 

(dipeptidasas) o eliminan residuos terminales que son sustituidos, ciclizados o unidos por 

puentes isopéptidos (otros enlaces peptídicos son aquellos de grupos α– carboxilo o α– amino) 

(Barret y col., 2000). Las endopeptidasas o proteasas actúan internamente en las cadenas de 

los polipéptidos y son divididas sobre la base del mecanismo catalítico usado durante el 

proceso hidrolítico. Los principales tipos catalíticos son serina, treonina, aspartato, metalo y 
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cisteína proteasas, otras proteasas no identificadas o crípticas pueden también existir (Barret y 

col., 2000). Las endopeptidasas, normalmente se unen a sus sutratos con los aminoácidos 

colocados en subsitios o en bolsillos que conforman el sitio activo de la enzima. La convención 

de Schechter & Berger (1967), permitió clasificar a los aminoácidos del sustrato y a los 

aminoácidos de los subsitios de la enzima que interactuan durante el proceso catalítico y es 

como sigue: “P” designa a un aminoácido del sustrato (péptido) y “S” se refiere a un 

aminoácido de un subsitio de la enzima. Para señalar donde la enzima rompe al sustrato, se 

utiliza asignar la apostrofe (prima) en los aminos que se encuentran hacia el lado carboxilo del 

sustrato proteico (P’), mientras que los aminoácidos no prima (P) se encuentran hacie el lado 

amino terminal: N-P3-P2-P1-/-P1’-P2’-P3’-C. 

8. 1. Serina proteasas. 

 Las serina proteasas, son denominadas así por el aminoácido de serina, cuyo grupo 

hidroxilo es involucrado en la unión y catálisis del sustrato en el sitio activo. Su mecanismo 

catalítico involucra un enlace covalente de los sustratos con el residuo de serina (McKerrow y 

col., 1993). Este grupo de enzimas es el más ampliamente distribuido y diverso en la 

naturaleza, comprende dos familias distintas que son: a) la quimiotripsina, que se encuentra en 

procariotes, plantas, vertebrados e invertebrados, e incluye proteasas celulares y extracelulares 

como la tripsina, la elastasa, la trombina, la calicreína del plasma y las proteasas que participan 

en la coagulación sanguínea y b) la subtilisina, que solo se ha encontrado en bacterias (Barret, 

1986; Bond y Butler, 1987). 

 Las serina proteasas se inhiben con diisopropilfluorofosfonato (DFP), la mayoría por 

fenilmetanosulfonil fluoruro (PMSF) y algunas por clorometilcetonas como N-p-tosil-L-lisin 

clorometilcetona (TLCK) o L-1-tosilamido-2-feniletil-clorometilcetona (TPCK) (Bond y Butler, 

1987). 
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8. 1. 1. Serina proteasas en protozoarios parásitos. 

i) La PfSUB-1 y la PfSUB-2 de Plasmodium falciparum. 

 Son dos serina proteasas que mostraron una gran identidad entre las secuencias de sus 

regiones catalíticas (Hackett y col, 1999), el análisis filogenético mostró que están muy 

relacionadas a las subtisilinas de procariontes (Barale y col., 1999). Mientras que PfSUB-2 es 

una proteína tipo I de membrana, la secuencia de PfSUB-1 no parece contener un dominio 

transmembranal. 

 Evidencia circunstancial involucra a la PfSUB-1 y a la PfSUB-2 en la invasión de 

eritrocitos, ambas proteasas son expresadas en esquizontes y merozoítos (Barale y col., 1999; 

Hackett, 1999). Ensayos de inmunomicroscopía electrónica han revelado que PfSUB-1 y 

PfSUB-2 residen en una subpoblación de organelos secretorios del merozoíto, conocidos como 

gránulos densos (Bernard y col., 1987; Blackman y col, 1998). Esta localización parece 

inconsistente con un papel en la invasión, ya que la evidencia sugiere que la secreción de los 

gránulos densos por Plasmodium spp. y el parásito relacionado apicomplexa Toxoplasma 

gondii es un evento postinvasión (Carruthens y Sibley, 1997; Torii y col., 1989). Sin embargo, la 

subpoblación apical de gránulos densos podría descargar su contenido durante la invasión 

(Blackman y col., 1998). Apoyando este punto de vista, PfSUB fue encontrada en el 

sobrenadante del cultivo, pero no en parásitos anillados observados después de la invasión in 

vitro. La PfSUB-1 y la PfSUB-2 sufren eventos múltiples de procesamiento antes de la invasión 

(Blackman y col., 1998; Hackett y col., 1999). La PfSUB-1 activa se ha expresado en forma 

recombinante, y el análisis de dos sitios de autoprocesamiento indican una preferencia  para el 

rompimiento después de un residuo de ácido aspártico (Sajid y col., 2000). Aún no se tienen los 

sustratos utilizados in vivo por PfSUB-1 Y PfSUB-2. 
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ii) La P76/P68 en Plasmodium. 

 La serina proteasa p76 en P. falciparum (y la ortóloga p68 en P. chabaudii) es inactiva 

mientras está unida a la membrana, pero puede ser liberada en forma activa por tratamiento 

con fosfolipasa C específica para fosfatidilinositol. Esta observación sugiere un mecanismo 

poco usual para la activación de esta proteasa; sin embargo, no está claro si este modo de 

activación es operante in vivo. El inhibidor de serina proteasa, diisopropil fluorofosfato (DFP), 

inhibe la invasión  de los merozoítos de P. chabaudii (Breton y col., 1992) y el tratamiento de 

merozoítos con [3H]-DFP marcó a una proteína de 68 kDa, relacionando de esta manera a p68 

con la invasión (Breton y col., 1992). Además, el pretratamiento de eritrocitos con p68 

purificada cambió el efecto de la inhibición por DFP (Breton y col., 1992). P76 y p68 purificadas 

degradaron la banda 3, una proteína de superficie del eritrocito y p76 también rompió a la  

glicoforina A (Breton y col., 1992; Roggwiller y col., 1996). El tratamiento de eritrocitos 

humanos con p76 indujo a la endocitosis de vesículas de fosfolípidos fluorescentes (Roggwiller 

y col., 1996), lo cual sugiere que la proteólisis de la banda 3 por p76 puede facilitar la formación 

de la vacuola parasitófora. 

iii) Oligopeptidasa B (OPB) en Trypanosoma. 

 Una serina proteasa de 81 kDa de la subfamilia de la oligopeptidasa B (OPB) ha sido 

involucrada en el señalamiento de Ca2+ en Trypanosoma (Burleigh y Andrews, 1995). Estudios 

de especificidad de sustratos e inhibidores de la OPB han revelado una marcada preferencia 

de corte para arginina o lisina en la posición P1 (Burleigh y col., 1997; Santana y col., 1992). La 

OPB es también expresada en estadios no invasivos de T. cruzi, lo cual sugiere que la 

proteasa puede tener un papel no relacionado con la invasión. El descubrimiento de una 

secuencia altamente relacionada a la OPB de T. cruzi en T. brucei  apoyó esta posibilidad 

(Morty y col., 1999). 
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 La función de la OPB de T. cruzi en la invasión fue más comprendida utilizando 

experimentos de rompimiento de genes (Caler y col., 1998; Caler y col., 2000). Las cepas 

Knockout simples (SKO) y las Knockout dobles (DKO) de la OPB mostraron una morfología 

normal, y no tenían defectos detectables en la movilidad o habilidad para diferenciar los 

epimastigotes de los tripomastigotes en cultivo (Caler y col., 1998). La habilidad de los 

parásitos DKO para invadir células de mamífero en cultivo fue reducida pero no abolida; la 

invasión de varios tipos celulares diferentes fue reducida un 75%. Estos resultados indicaron la 

existencia de una segunda ruta de invasión independiente de OPB. La OPB tipo silvestre 

recombinante puede restaurar la habilidad del extracto de DKO para inducir el rápido 

incremento de la concentración de [Ca2+]i, en células de riñón de rata. La infectividad de los 

parásitos SKO y DKO en ratón fue dramáticamente reducida en relación a la tipo silvestre 

(Caler y col., 1998). Estos elegantes experimentos proveen evidencia para el involucramiento 

de la OPB en una ruta mayor de invasión en T. cruzi (Caler y col., 1998). 

8. 2. Aspártico proteasas. 

 Las aspártico proteasas utilizan dos ácidos aspárticos a los lados de las cadenas en 

catálisis (McKerrow y col., 1993). La mayoría de estas proteasas pertenecen a la familia de la 

pepsina, que incluye enzimas digestivas como la pepsina y la quimiosina, así como las 

catepsinas lisosomales D y enzimas como la renina y ciertas proteasas de hongos. Una 

segunda familia comprende proteasas virales como la proteinasa del virus del SIDA (HIV) 

denominada retropepsina. En el mecanismo de acción de estas enzimas, en comparación con 

las serina y cisteína proteasas, no existe un intermediario covalente, aunque existe un 

intermediario tetrahédrico. El ataque nucleofílico se lleva a cabo por la transferencia simultánea 

de dos protones. Estas enzimas se inhiben específicamente por peptidasa (pentapéptidos 
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acilados aislados a partir de Actinomicetos) y por compuestos diazoacetilo, como el diazoacetil-

L-fenil-metiléster. 

8. 2. 1. Aspártico proteasas en protozoarios parásitos. 

i) Plasmepsina I (PM I) y Plasmepsina II (PMII) de P. falciparum. 

 Dos aspártico proteasas muy relacionadas de P. falciparum juegan un papel crítico en 

los eventos tempranos de la degradación de la hemoglobina en la vacuola alimenticia. Ambas 

proteasas llamadas plasmepsinas (PM) I y II, inician la degradación de la hemoglobina 

hidrolizando el enlace peptídico entre los residuos Phe33 y Leu34 en la cadena α de la 

hemoglobina nativa (Gluzman y col., 1994; Goldberg y col., 1991). Este rompimiento inicial se 

piensa que promueve el desdoblamiento y liberación de los grupos hemo, seguido de la 

degradación por las plasmepsinas, por la cisteína proteasa llamada falcipaína y por la 

metaloproteasa llamada falcilisina (Gluzman y col., 1994; Eggleson y col., 1999, Francis y col., 

1996). La evidencia in vivo para esta degradación semiordenada se dió cuando un tratamiento 

breve con un inhibidor de aspártico proteasas Ro 40-4388, previno la acumulación de la 

cloroquina  antimalarial unida al hemo, lo cual sugiere que la liberación del grupo hemo ha sido 

bloqueado, ningún efecto se observó cuando se aplicó leupeptina, un inhibidor de cisteína 

proteasas (Bray y col., 1998). Recientemente, se han descubierto dos aspártico proteasas 

homólogas con alta similaridad en secuencia a PM I y II, estas son la PM IV y la histoaspártico 

proteasa (HAP) (Berry y col., 1999; Humphreys y col., 1999). La secuencia de HAP contiene 

solamente uno de los dos residuos catalíticos de ácido aspártico normalmente encontrados en 

los sitios activos de aspártico proteasas, el segundo es remplazado por histidina (Berry y col., 

1999). HAP tiene actividad catalítica y parece jugar un papel en la degradación de la 

hemoglobina río abajo de las PM I y II (Banerjee y col., 2002). Plasmepsinas ortólogas a las 

I/II/IV se han caracterizado en otras especies de Plasmodium (Humphreys y col., 1999; 
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Wrestling y col., 1997), pero a la fecha sólo una ortóloga se ha encontrado en P. falciparum. 

Seis genes de plasmepsinas adicionales se han encontrado en los bancos de datos de la 

secuencia genómica de P. falciparum (Humphreys y col., 1999; Banerjee y col., 2002; Bowman 

y col., 1999; Coombs y col., 2001). Su relación a PM I, II, IV y HAP es distante y sus funciones 

en la biología de Plasmodium son desconocidas.    

 Además de su sustrato común (la α hemoglobina), las plasmepsinas I y II despliegan 

otras especificidades completamente diferentes. De los 10 sitios de rompimiento mapeados 

(seis para PM I y cuatro para PM II), solo el sitio 33-34 en la cadena α fue común a ambas 

(Gluzman y col., 1994). La PM I prefirió a la fenilalanina  en la posición P1, mientras que PM II 

usa aminoácidos más pequeños. Mientras que PM II rompe en sitios que contienen sólo 

residuos hidrofóbicos en la posición P2, la PM I toleró una variedad de residuos en esta 

posición, incluyendo aminoácidos hidrofóbicos, polares y básicos (Gluzman y col., 1994).  

Diferencias en la actividad se han observado contra sustratos peptídicos sintéticos (Tyas y col., 

1999). Estos datos sugieren que estas dos aspártico proteasas no son redundantes, más bien 

poseen especificidades complementarias.  

 Subsitios específicos de la PM II recombinante se han investigado en detalle usando una 

serie de substratos de octapéptidos cromogénicos (Wrestling y col., 1999). Los residuos 

hidrofóbicos fueron preferidos en las posiciones P3, P2 y P3’. La prolina fue el residuo 

favorecido en la posición P4, aunque la fenilalanina y la alanina fueron también bien toleradas. 

El subsitio S2’ exhibió una fuerte preferencia por la alanina, pero por otro lado, aceptó una 

variedad de cadenas laterales. Notablemente, las cadenas laterales básicas Lys o Arg fueron 

pobremente toleradas en todos los subsitios examinados; este resultado es desconcertante ya 

que el sitio inicial del rompimiento de la hemoglobina tiene arginina en la posición P3. En un 

esfuerzo para identificar los residuos importantes de la PM II en la especificidad de sustrato, un 
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número de mutantes de la PM II fueron producidos utilizando al examen de la estructura 

cristalina de PM II-pepstatina (Wrestling y col., 1999). El efecto mas dramático fue visto en la 

mutación de la serina 77, un aminoácido que se pensaba contribuía con la especificidad del 

subsitio S1, cuando este residuo fue mutado a ácido aspártico, la PMII ganó la actividad para 

romper sustratos con lisina en la posición P1 (Wrestling y col., 1999). 

 La estructura cristalina por rayos X de la pro-plasmepsina II (proPM II) y de la enzima 

madura PM II unida con el inhibidor pepstatina A, fue resuelta (Bernstein y col., 1999; Silva y 

col., 1996). La PM II posee un doble dominio, que es una estructura bilobal típica de aspártico 

proteasa de mamífero (Silva y col., 1998). Dos conformaciones que difieren por una rotación de 

5.2º entre los dominios N y C, fueron observados en la unidad cristalográfica asimétrica (Silva y 

col., 1998). Este grado de flexibilidad es importante para permitir el acceso de la hemoglobina 

al sitio activo. La forma en la que la pepstatina A se une a la PM II es muy similar a la de la 

catepsina D de mamífero, pero diferencias significativas fueron notadas (Silva y col., 1996). 

Estudios calorimétricos han indicado que la termodinámica de la pepstatina uniéndose a la PM 

II y a la catepsina D difiere considerablemente (Xie y col., 1997). Estos resultados sugieren que 

pueden ser desarrollados inhibidores selectivos para la enzima del parásito. La estructura 

cristalina de la proPM II reveló un nuevo mecanismo para la inactivación de un cimógeno de 

proteasa (Bernstein y col., 1999). 

 Inhibidores potentes de PM I y/o PM II han sido identificados en colecciones químicas 

existentes (Tyas y col., 1999; Silva y col., 1996; Jiang y col., 2001; Moon y col., 1997) y en una 

nueva biblioteca combinatorial (Carrol y col., 1998; Haque y col., 1999). Varios inhibidores 

potentes de PM I son relativamente débiles contra la PM II, implicando importantes diferencias 

entre los sitios activos de estas dos enzimas (Tyas y col., 1999; Moon y col., 1997; Francis y 

col., 1994; Luker y col., 1996).  
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 Además, la plasmepsina II se encontró en una preparación de esquizontes y fue capaz 

de degradar espectrina (Le Bonniec y col., 1999). La proteína recombinante PM II (rPMII) 

rompió los dominios SH3 de la α-espectrina a pH 5.0, y el mapeo de los sitios de corte indican 

una similaridad semejante a aquellos generados por la espectrinasa del esquizonte. Para ser 

un candidato plausible como espectrinasa, la PM II debe ser activa al pH que existe en el 

citosol de los eritrocitos al tiempo de la liberación del merozoíto, y ser transportada a la periferia 

de los eritrocitos. La rPM II hidrolizó espectrina purificada y proteínas de los fantasmas de los 

eritrocitos a pH 6.8 (Le Bonniec y col., 1999), un valor cercano al esperado para el citosol de 

eritrocitos infectados (Yayon y col., 1984). Además la presencia de PM II de esquizontes en el 

citosol de los eritrocitos fue demostrado por inmunofluorescencia. Aunque estos resultados son 

consistentes con funciones de la PM II en la degradación del esqueleto de eritrocitos, su 

significado aún no se ha establecido. Es importante notar que la pepstatina A, un potente 

inhibidor de PM II, no es efectivo para prevenir la liberación del merozoíto en cultivo (Lyon y 

Haynes, 1986).  

8. 3. Metaloproteasas. 

 Las metaloproteasas son hidrolasas en donde el ataque catalítico de la unión peptídica 

es mediada por una molécula de agua. Esta molécula puede ser activada por el catión 

divalente zinc, pero algunos miembros de esta familia pueden activarse por cobalto o 

manganeso. En muchas metaloproteasas sólo se requiere de un ión de zinc, pero algunas 

veces hay dos iones metalicos que actúan catalíticamente.  

 Las metaloproteasas son las enzimas proteolíticas más antiguas y son de amplia 

distribución, se encuentran en bacterias, hongos y organismos superiores, se han identificado 

extracelularmente en las membranas celulares (plasmática y del retículo endoplásmico) y en el 

citosol (Bond y Beinond, 1985). Muchas de las metaloproteasas de mamífero se secretan en 
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forma inactiva (zimógenos) que pueden activarse por proteólisis o por exposición a compuestos 

organomercuriales (Barret y col., 2000). Estas enzimas difieren ampliamente en sus secuencias 

y estructuras, pero la gran mayoría contienen un átomo de zinc el cual es activo 

catalíticamente. En algunos casos el zinc puede ser reemplazado por otros metales tales como 

el cobalto o níquel sin perder la actividad. El mecanismo catalítico conduce a la formación de 

un intermediario tetrahédrico no covalente (Sajid y McKerrow, 2002). 

 Los inhibidores de estas enzimas son agentes quelantes como el ácido etilendiamino 

tetraacético (EDTA)  y 1, 10-fenantrolina, algunas son inhibidas por fosforamidón (ramnosa-

fosfato-leucina-triptófano) (Barret y col., 2000). 

8. 3. 1. Metalo proteasas en protozoarios parásitos. 

 La leishmanolisina (también conocida como gp63 o proteasa de la superficie del 

promastigote) es una zinc metaloproteasa expresada en los estadios de promastigote y 

amastigote de las especies de Leishmania y es el mayor componente de la superficie del 

promastigote metacíclico infectivo (Bouvier y col., 1995). La leishmanolisina de promastigote es 

una glicoproteína unida a la membrana con un anclaje GPI (Voth y col., 1998), mientras que en 

el amastigote, la leishmanolisina está localizada en los lisosomas grandes (Bahr y col., 1993; 

Ilg y col., 1993). Genes múltiples altamente conservados de leishmanolisina se han encontrado 

en las especies de Leishmania; por lo menos 18 genes fueron detectados en L. chagasi 

(Roberts y col., 1993) y siete genes se han identificado en L. major (Voth y col., 1998; Button y 

col., 1989). Las isoformas de leishmanolisina se han dividido en tres clases basándose en la 

especificidad de estado y de su expresión (Voth y col., 1998, Ramamoorthy y col., 1992). Los 

sustratos in vivo de la leishmanolisina son desconocidos, la proteasa aislada de las membranas 

del promastigote rompe a los sustratos proteicos y peptídicos in vitro (Bouvier y col., 1990; Ip y 

col., 1990). La sobreregulación de la expresión de la leishmanolisina en promastigotes 
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metacíclicos invasivos sugiere que la proteasa juega un papel en los estadios primarios de la 

infección del huésped mamífero (Ramamoorthy y col., 1992). Adicionalmente, se ha propuesto 

que la leishmanolisina contribuye a la sobrevivencia intracelular (Seay y col., 1996).  

 El examen de cepas de Leishmania expresando niveles variables de leishmanolisina ha 

sugerido que participa en la unión directa del parásito a macrófagos (McGwire y Chang, 1994; 

Liu y Chang, 1992). Además la secuencia SRYD en la leishmanolisina mostró ser 

antigénicamente relacionada a la secuencia RGDS de la fibronectina (Soteriadou y col., 1992). 

Un péptido conteniendo la secuencia SRYD inhibió la unión de parásitos a macrófagos 

(Soteriadou y col., 1992). Estos datos sugieren una interacción potencial de leishmanolisina 

con receptores de fibronectina del macrófago (Brittingham y col., 1999). La adición de suero 

permite la activación de complemento, incrementando la unión de las tres cepas de parásitos a 

macrófagos, resultando en un efecto sinérgico de unión, de ambas leishmanolisinas y el 

complemento activado, a receptores del macrófago (Brittingham y col., 1999). La conversión 

rápida de C3 a iC3b puede ser una forma en la cual la actividad de la leishmanolisina 

contribuye a la protección contra la lisis por complemento (Brittingham y col., 1995). 

 Grandes reducciones en la cantidad de leishmanolisina en parásitos se han efectuado 

usando técnicas de knockout e inhibición por RNA antisentido. Los genes del 1 - 6 fueron 

eliminados en L. major, dejando sólo al gen 7 (Joshi y col., 1998). Los promastigotes que 

carecían de las isoformas 1 - 6 de leishmanolisina (∆1-6) fueron más susceptibles que los 

parásitos tipo silvestre a la lisis por complemento in vitro, y la reintroducción del gen 1 en el 

fondo del mutante nulo reinvirtió la susceptibilidad (Joshi y col., 1998).  

 La estructura cristalina de la leishmanolisina purificada de los promastigotes de L. major 

reveló que esta proteasa es un miembro de la familia de la metzincina de las zinc 

metaloproteasas (Schlagenhauf y col., 1998). La leishmanolisina consiste de tres dominios, dos 
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de los cuales (los dominios centrales y el N terminal) contribuyen a la formación del sitio activo. 

Además de proveer de un sitio para el anclaje GPI de la proteasa, el papel del dominio 

carboxilo terminal es oscuro: El ión zinc (II) en el sitio activo está ligado por cadenas laterales 

de tres histidinas. La estructura del sitio activo exhibió gran similitud a la neutrofil colagenasa 

humana (Schlagenhauf y col., 1998), lo cual sugiere que los inhibidores de colagenasa puedan 

también ser inhibidores efectivos de la leishmanolisina. 

8. 4. Cisteína proteasas. 

 Las cisteína proteasas requieren de un residuo de cisteína esencial en el sitio activo 

para la hidrólisis. Cuatro aminoácidos del sitio activo son: Glu, Cys, His, y Asn. Estos forman el 

centro catalítico de las cisteína proteasas (Bruchhaus y col., 2003). Ellos pueden ser 

identificados con base en su localización dentro de la secuencia primaria de las moléculas ya 

que ellos están rodeados por aminoácidos bien conservados. El grupo tiol es un centro 

nucleofílico debido a la cercanía de una histidina del sitio activo, la cual actúa como una base 

general donadora de protones (Sajid y McKerrow, 2002). El grupo sulfhidrilo o –SH de una 

cisteína, de una cadena lateral y el imidazol de una histidina, dan origen a una díada liberadora 

de carga tiolato-imidazolium (Sajid y McKerrow, 2002) (Fig. 1). Esto frecuentemente, pero no 

siempre, es estabilizado por una asparagina y una glutamina altamente conservadas que 

forman el hueco oxianión, un elemento crucial en la formación de un centro electrofílico para 

estabilizar al intermediario durante la hidrólisis (Sajid y McKerrow, 2002). Los dos grupos 

ionizables de la diada tiolato-imidazol permiten la actividad enzimática en un amplio rango de 

pH, consistente con un pKa de cisteína alrededor de 4 y un pKa de ionización de histidina de 

alrededor de 8.5. Dicho pH libera al sistema y es posteriormente estabilizado por el ambiente 

químico del sitio activo. Antes de la hidrólisis de uniones peptídicas, la proteasa coloca al 

substrato peptídico en su sitio activo. La eficiencia de unión es una función tanto de los ambien- 
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Fig. 1. Diagrama que representa la interacción del sustrato con el sitio activo de una cisteína 
proteasa.  A. Los aminoácidos del péptido son denominados “P” y los aminoácidos de los subsitios de 
la enzima son denominados “S”. El sulfhidrilo del sitio activo de la cisteína proteasa se representa como 
–SH, la unión peptídica está señalada. El lado carboxilo del péptido y de los subsitios de la enzima a 
partir del sitio de ruptura son convencionalmente denominados “prima” y son P1’, P2’, Pn’ y S1’, S2’, 
Sn’, respectivamente. Los aminoácidos del lado amino del péptido y de los subsitios de la enzima son 
designados como P1, P2, Pn y S1, S2, Sn, respectivamente. B. Esquema que muestra la proximidad 
espacial en el sitio activo mostrando: (1). El sulfhidrilo de la cisteína y el grupo imidazol de la histidina. 
(2). La carga del tiolato y del imidazol liberan la diada. El área sombreada representa una nube 
electrodensa. (Sajid y McKerrow, 2002).  
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tes químicos correspondientes a cada subsitio, como de la naturaleza química del péptido que 

interactúa directamente con el surco del sitio activo (Sajid y McKerrow, 2002). Factores 

importantes que afectan las interacciones enzima-sustrato incluyen; tamaño, polaridad, carga, 

hidrofobicidad y accesibilidad. Aunque una sola unión peptídica sea rota durante la catálisis, 

varios aminoácidos a ambos lados del sitio de rompimiento son importantes para fijar el registro 

y la especificidad de una enzima (Sajid y McKerrow, 2002). Las secuencias que flanquean 

directamente el sitio activo de cisteína e histidina son también altamente conservadas para 

mantener el registro catalítico. Estas regiones conservadas han sido usadas para clasificar a 

las proteasas y para clonar genes ortólogos mediante genética inversa (Sajid y McKerrow, 

2002). La especificidad de sustrato puede también ser explotada para la identificación de 

inhibidores selectivos antiproteasa. Las cisteína proteasas tienen similaridades mecanísticas 

con serina proteasas pero son mejores nucleófilos debido a la cubierta extra de electrones 

presente en el grupo sulfuro del grupo tiol (Sajid y McKerrow, 2002). Se piensa que las 

principales interacciones de cisteína proteasas del tipo papaína con su sustrato ocurre en S2, 

S1 y S’1 (Turk y col., 1998). El mecanismo de hidrólisis de estas proteasas ha sido elucidado y 

bien documentado, la enzima es transitoriamente unida al sustrato y forma intermediarios 

inestables antes de regresar a un estado enzimático activo (Sajid y McKerrow, 2002). 

 Las cisteína proteasas se encuentran en bacterias, microorganismos eucarióticos, 

plantas y animales, y están representadas por tres superfamilias evolutivamente relacionadas 

que son: a) la papaína de Carica papaya, b) la proteinasa de Streptococcus sp y c) la 

proteinasa de Clostridium histolytica (Berti y col., 1995). La superfamilia más amplia es la de la 

papaína e incluye a las cisteína proteasas de plantas superiores y a las catepsinas B, L, H, y S  

de los lisosomas de las células de mamífero (Barret, 1986; Bond y Buttler, 1987). 
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 Estas enzimas se inhiben por agentes bloqueadores del grupo tiol, como el p-

hidroximercuribenzoato (PHMB) y por agentes alquilantes como el iodoacetato, la 

iodoacetamida y la N-etilmaleimida (NEM) y se activan por reactivos que generan grupos thiol a 

partir de puentes disulfuro, tales como el β-mercaptoetanol y el ditiotreitol (DTT) (Que y Reed, 

2000). 

8. 4. 1. Cisteina proteasas eucariotas. 

 Las catepsinas eucariotas (cisteína proteasas lisosomales) son mejor conocidas por el 

papel que juegan en el recambio proteico intracelular (Barret y Kirschke, 1981). Ellas son 

sintetizadas con una pre-secuencia hidrofóbica amino terminal (∼20 residuos) que permiten la 

translocación de la proteína naciente en el retículo endoplásmico (ER), seguido por una 

extensión pro-amino terminal (∼ 62 a 123 residuos), la cual estabiliza la enzima y puede ser 

esencial para el plegamiento apropiado de la proteína (Chan y col., 1986; Smith y Gottesman, 

1989). Las catepsinas en la mayoría de las células eucariotas son glicosiladas en el complejo 

de Golgi y dirigidas a lisosomas por receptores manosa-6-fosfato, las cuales reconocen 

oligosacáridos ligados a la asparagina fosforilada de proteínas lisosomales durante su síntesis. 

El procesamiento de las proenzimas a enzimas maduras de ∼27 a 30 kDa subsecuentemente 

ocurre en el ambiente acídico lisosomal (Griffiths y col., 1988). 

8. 4. 2. Cisteína proteasas en protozoarios parásitos. 

 Las cisteína proteasas juegan numerosos papeles indispensables en la biología de 

organismos parásitos. Además de funciones catabólicas previamente conocidas, las cisteína 

proteasas pueden ser clave para la inmunoevasión parasitaria, el enquistamiento y el  

desenquistamiento, en la metamorfosis, y en la invasión celular y de tejidos. Las cisteína 

proteasas son inusualmente inmunogénicas y han sido explotadas como marcadores 

serodiagnósticos y blancos para vacunas (Cambra y Berrens, 1996; Jankovic y col., 1996; 
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Dalton y col., 1996; Skuce y col., 1999). Aunque existen enzimas homólogas, las cisteína 

proteasas de parásitos tienen distinta especificidad estructural, de substrato y de localización 

celular. La naturaleza dispar de las cisteína proteasas de parásitos comparada a las proteínas 

ortólogas del hospedero ha abierto oportunidades para la quimioterapia (Sajid y McKerrow, 

2002). 

 Se ha establecido que muchas proteasas de parásitos pueden ser blancos 

quimioterapéuticos o vacunales. El interés en las cisteína proteasas como blancos deriva del 

reconocimiento de que ellas son importantes en el ciclo de vida y/o a la patogenicidad de 

muchos parásitos. Esta diversidad funcional es derivada de su nucleofilicidad, adaptabilidad a 

diferentes substratos y estabilidad en diferentes ambientes biológicos.  

i) Cruzaína en T. cruzi. 

 Una familia altamente relacionada de cisteína proteasas, conocidas colectivamente 

como cruzaína, cruzapaína, o GP57/51, constituyen la mayor actividad de proteasa en T. cruzi. 

La cruzaína es codificada por una familia multigénica; arriba de 130 copias de genes de 

cruzaína polimórfica se han encontrado en una cepa (Campetella y col., 1992). Las 

preparaciones de la cruzaína nativa contienen una mezcla de isoformas (Stoka y col., 1995). La 

composición de las isoformas de la cruzaína puede variar entre las cepas y entre diferentes 

estados del ciclo de vida (Lima y col., 2001). La heterogeneidad adicional puede elevarse por la 

N-glicosilación (Parodi y col., 1995). La cruzaína posee una rara extensión C-terminal (CTE) de 

aproximadamente 100 aminoácidos que ha sido encontrada solamente en las cisteína 

proteasas de parásitos relacionados, y de ciertas plantas (Aslund y col., 1991). La función de la 

CTE es desconocida, pero aparentemente no interviene en las siguientes funciones de la 

enzima; la catálisis, la inhibición enzimática, la estabilidad proteica, o el tráfico al lisosoma 

(Eakin y col., 1993; Stoka y col., 2000). 
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 La cruzaína es expresada en todos los estadios del ciclo de vida (Eakin y col., 1992; 

Thomas y Nelly, 1996). La localización lisosomal de la cruzaína ha sido involucrada en el 

recambio proteico (Saouto-Padron y col., 1990) y se ha observado en la superficie de 

epimastigotes y amastigotes (Saouto-Padron y col., 1990; Nascimento, y de Souza, 1996). In 

vitro, la cruzaína generó al péptido proinflamatorio Lis-bradikinin de kininógeno (Del Nery y col., 

1997), un proceso que puede ser importante durante la invasión (Scharfstein y col., 2000). 

Además, la sobre expresión de la cruzaína resultó en un realce de la metaciclogénesis (Tomas 

y col., 1997).  

 En estudios con inhibidores de proteasas se sugirió que una cisteína proteasa participa 

en la diferenciación de tripomastigote a amastigote después de la invasión y de amastigote a 

tripomastigote antes del egreso del parásito (Harth y col., 1993; Meirelles y col., 1992). La 

morfolinourea-fenilalanil-homofenilalanil-vinil fenil sulfona (Mu-Phe-Hphe-VSPh), potente 

inhibidor de la cruzaína, efectivamente bloquea el crecimiento del epimastigote en cultivo 

(Engel y col., 1998). El tratamiento de epimastigotes con Mu-Phe-Hphe-VSPh indujo a una 

serie de anormalidades: dilatación periférica de las cisternas Golgi, ensanchamiento del retículo 

endoplásmico y el núcleo, aparición de vesículas citoplásmicas, y alargamiento de la 

mitocondria (Engel y col., 1998). 

 La función y estructura de una isoforma recombinante de cruzaína (r-cruzaína) que 

careció de CTE y de glicosilaciones, fueron comparadas con las observadas en poblaciones 

homogéneas de enzimas (Eakin y col., 1993). Las preferencias en aminoácidos para los 

subsitios S1, S2, S3 y S4 de la r-cruzaína fueron determinados usando colecciones 

combinatoriales de sustratos (Harris y col., 2000). El subsitio S2 fue el más restrictivo, 

aceptando solamente residuos largos hidrofóbicos y arginina. La habilidad para romper 

péptidos con ambos residuos hidrofóbicos y arginina en P2 indican que la r-cruzaína tiene 
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especificidad tipo catepsina B (Sajid y McKerrow, 2002). La r-cruzaína muestra una 

especificidad de sustrato relativamente amplia en S1, rompiendo a los péptidos con residuos 

básicos e hidrofóbicos P1. Los subsitios S3 y S4 mostraron poca discriminación (Sajid y 

McKerrow, 2002). El bolsillo S2 es el determinante primario de la especificidad del sustrato, 

estos resultados están de acuerdo con los obtenidos en otras cisteína proteasas de la familia 

de la papaína (McGrath, 1999). Las estructuras mostradas por análisis cristalográficos por 

rayos X de la r-cruzaína alquilada en la cisteína catalítica con los inhibidores irreversibles Z-

Phe-Ala-FMK, Z- Tyr-Ala-FMK y Z-Arg-Ala-FMK han provisto una explicación estructural para la 

capacidad del subsitio S2 para aceptar residuos hidrofóbicos y básicos (Gillmor y col., 1997; 

MacGrath y col., 1995). Un residuo de glutamato en la posición 205 de la r-cruzaína (Glu205) 

localizado en el fondo del subsitio hidrofóbico S2, juega un papel importante. Con la 

fenilalanina en la posición P2, el Glu 205 del bolsillo S2 gira e interactúa con el solvente. 

Cuando el subsitio S2 es ocupado por la arginina, el Glu 205 se balancea y forma un puente 

salino con la cadena lateral de la arginina (Gillmor y col., 1997).  

ii) CAP5.5 de T.brucei. 

 La proteína, CAP5.5 o TbCALp1 presenta homología con cisteína proteasas y fue 

localizada en microtúbulos del citoesqueleto subpelicular de la forma procíclica. CAP5.5 es 

miristoilada y palmitoilada, lo cual sugiere que esta proteína puede estar involucrada en el 

anclaje de los microtúbulos a la membrana plasmática (Hertz y col., 2001). La CAP5.5 es una 

proteína de 94 kDa que contiene una región central con homología al dominio de la familia de 

la calpaína. Notablemente solo uno de los tres residuos catalíticos es conservado, con la 

cisteína nucleofílica del sitio activo reemplazada por serina. Varias cisteína proteasas 

homólogas con mutaciones en la cisteína catalítica también se han encontrado en Plasmodium 
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spp (Gor y col., 1998). Análisis posteriores han descubierto ocho marcos de lectura abiertos en 

T. brucei codificando proteínas con homología a la calpaína.  

iii) Las cisteína proteasas como factores de virulencia en Leishmania. 

 Tres loci de genes de cisteína proteasas se han identificado como factores de virulencia 

en L. mexicana. El gen lmcpa, de una sola copia, codifica para una proteasa tipo catepsina L 

que carece de la extensión C-terminal tipo cruzaína y es expresada en promastigotes 

metacíclicos y amastigotes (Mottram y col., 1992). El arreglo en tandem de lmcpb, contiene 19 

genes altamente relacionados tipo catepsina L, algunos de los cuales se ha demostrado 

poseen una extensión C-terminal de aproximadamente de 100 aminoácidos (Mottram y col., 

1997). La actividad de cisteína proteasa de lmcpb es la más abundante en el estadio de 

amastigote del parásito; sin embargo los dos primeros miembros del arreglo se encuentran 

principalmente en promastigotes metacíclicos (Mottram y col., 1997). Los genes lmcpc 

codifican para una proteína homóloga de la catepsina B que es expresada en todos los 

estadios (Bart y col., 1995). La localización de las proteasas tipo catepsina L de L. pifanoi y L. 

mexicana, y la proteasa tipo catepsina B de L. major en lisosomas también implica a estas 

enzimas en la degradación proteica (Mottram y col., 1997; Duboise y col., 1994; Selzer y col., 

1999). Un papel para la cisteína proteasa A de L. mexicana (CPA) y/o B (CPB) en la 

maduración de CPB se ha sugerido recientemente (Brooks y col., 2000). 

 El rompimiento de los loci lmcpa, lmcpb y lmcpc ha implicado a las cisteína proteasas en 

la virulencia de Leishmania. Un knockout de los 19 genes del arreglo del gen lmcpb resultó en 

un marcado decremento en la virulencia del parásito (Frame y col., 2000; Mottram y col., 1996). 

Además, se sugiere que las cisteína proteasas de Leishamania, directa o indirectamente, 

modulan la respuesta inmune del huésped de una manera favorable para el parásito 
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(Alexander y col., 1998). El knockout del gen lmcpc de una copia produjo parásitos con 

capacidad reducida para la infección de células de exudado peritoneal (Bart y col., 1997).  

 Dos inhibidores reversibles (ZLIII15A Y ZLIII43A) y un inhibidor irreversible vinil sulfona 

(Mu-Phe-Hphe-VSPh) fueron probados contra L. major en cultivo y en ratones infectados 

(Selzer y col., 1999). Cada inhibidor en concentraciones superiores a 20 μM previno el 

crecimiento de promastigotes cultivados. Los inhibidores también redujeron significativamente 

la tasa de replicación de los amastigotes en un cultivo de macrófagos.  

 La sustitución sistemática de 23 aminoácidos en la posición P1 de un péptido indicó una 

preferencia por residuos básicos (Alves y col., 2001). La especificidad de sustrato de P4 a P4’ 

fue analizado (Hilaire y col., 2000) y se encontró que la lisina o la arginina fueron altamente 

preferidas en las posiciones P1 y P3, y los residuos hidrofóbicos fueron dominantes en P2. Los 

péptidos sintéticos con el residuo P3 básico, P2 hidrofóbico y P1 básico (básico-hidrofóbico-

básico) fueron eficientemente rotos por CPB2.8∆CTE (Hilaire y col., 2000).  

 La proteasa tipo catepsina B de L. major (LmajcatB) tiene las características 

estructurales de la familia de la catepsina B pero posee una especificidad de sustrato que 

recuerda a la de la familia de la catepsina L (Selzer y col., 1997). Debido a que el bolsillo S2 de 

la catepsina B contiene un residuo glutamato capaz de formar un puente de sal con residuos 

P2 básicos (Hasnain y col., 1993), esta enzima puede hidrolizar sustratos con una arginina en 

P2 mucho más rápidamente que la catepsina L. Este residuo de glutamato es reemplazado con 

glicina (Gly 234) en LmajcatB. También se expresó LmajcatB recombinante conteniendo ambas 

Gly o Glu en la posición 234 para determinar la eficiencia catalítica contra sustratos con 

aminoácidos P2 básicos. La LmajcatB G234 rompió Z-Arg-Arg-AMC con una eficiencia de ocho 

veces la de la tipo silvestre (Chan y col., 1999). 
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iv) Cisteína proteasa 2 (CP2) en Giardia lamblia. 

 Las cisteína proteasas son requeridas para el enquistamiento y desenquistamiento de 

los trofozoítos de G. lamblia, agente causal de la giardiasis gastrointestinal en humanos (Ward 

y col., 1997). Para que se inicie un ciclo de infección es necesario la ingestión de quistes de 

Giardia spp. y el subsecuente desenquistamiento de los trofozoítos en el intestino delgado. Al 

agregar inhibidores de cisteína proteasas a quistes de G. muris, durante el desenquistamiento 

in vitro, resultó en una reducción de los trofozoítos desenquistados (Ward y col., 1997). La 

cisteína proteasa CP2 fue purificada a partir de trofozoítos de G. lamblia utilizando una versión 

biotinilada de un inhibidor irreversible que redujo el desenquistamiento. El gen respectivo fue 

clonado y el análisis filogenético de su secuencia la agrupó en las catepsinas B (Ward y col., 

1997).  

v) CP30 en Trichomona vaginalis.  

 Un par de cisteína proteasas de 30 kDa sensibles a TLCK (Colectivamente llamadas 

CP30) con alta afinidad por la superficie a las células HeLa fueron identificadas a partir de 

extractos de T. vaginalis (Arroyo y Alderete, 1995; Mendoza y col., 2000) y mediante el uso de 

anticuerpos policlonales, se determinó su relación con la citoadherencia de este parásito. La 

CP30 se localiza en la superficie y en el citoplásma del parásito, y también es secretada, como 

fue evidenciado por su presencia en los sobrenadantes del cultivo y en los lavados vaginales 

de individuos infectados (Arroyo y Alderete,1995). CP30 mostró actividad contra gelatina, 

colágeno IV, fibronectina y hemoglobina, in vitro (Mendoza y col., 2000). 

vi) CP65 de T. vaginalis. 

 Los anticuerpos contra una cisteína proteasa de superficie de 65 kDa redujo la 

citotoxicidad sobre monocapas de células HeLa por arriba de un 64% (Alvarez y col., 2000). La 

destrucción de la espectrina, un componente del esqueleto de membrana, se observó después 
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del contacto de eritrocitos con T. vaginalis y se ha atribuido a la actividad de las cisteína 

proteasas (Fiori y col.,1997). Los parásitos intactos fueron requeridos para este efecto; ni el 

lisado de los parásitos, ni las proteasas extracelulares fueron capaces de degradar a la 

espectrina en eritrocitos intactos (Fiori y col., 1997).  

9. CLASIFICACIÓN Y EVOLUCIÓN DE LAS CISTEÍNA PROTEASAS. 

 Las cisteína proteasas de organismos parásitos son divididas en dos grupos principales 

referidos como clanes CA y CD (Barrett, 1994; Rawlings y Barret, 1993). En 1879 la primera 

cisteína proteasa fue purificada y caracterizada de Carica papaya, la papaya, y fue llamada 

papaína. La papaína fue la primera estructura de cisteína proteasa en ser resuelta. Desde su 

descubrimiento, numerosas proteasas que tienen secuencias en común con la papaína se han 

denominado tipo papaína o proteasas clan A, las cuales son divididas en familias (Fig.2). Las 

proteasas de parásitos son ubicados en la familia C1 (catepsina B y catepsina tipo L) y en la 

familia C2 (tipo calpaína). Otros clanes y familias relevantes de organismos patógenos son el 

clan CB, el CC (proteasas virales) y el CD ( familia C13; tipo legumaína) (Fig.2). 

Convencionalmente, las proteasas son asignadas a clanes y familias dependiendo del número 

de características, incluyendo similitud en secuencia, posesión de horquillas de péptidos 

insertados, y especificidad bioquímica a substratos de péptidos pequeños (Sajid y McKerrow, 

2002). Es claro al trabajar con proteasas de parásitos que hay un dogma previo en la 

clasificación biológica basada en cisteína proteasas de mamífero y papaína, el cual requiere 

una revisión.  

 El orden de la Cis/His catalítica (como en el clan CA) o His/Cis (como en el clan CD) en 

la secuencia peptídica lineal de cisteína proteasas de parásitos, sugiere que estas se 

originaron de varios eventos evolutivos independientes (Huges, 1994). Dentro de cada 

superfamilia de proteasas se pensó que la cisteína proteasa progenitora sufrió una rápida 
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duplicación genética inicial, generando proteínas parálogas, antes de la divergencia 

procariontes/eucariontes (Huges, 1994). La duplicación genética es también aparente en 

algunas cisteína proteasas de mamífero que son localizadas en el mismo cromosoma (Turk y 

col., 2000). Teóricamente, la evolución y especificidad observadas en organismos actuales se 

dedujo por la localización celular y la función bioquímica. Entonces, ocurrió una diversificación 

simultánea bajo selección natural positiva, con mutaciones originadas más rápidamente que lo 

que se esperaría si hubiera sucedido al azar. Hay poca evidencia de transferencia lateral de 

genes de cisteína proteasas entre organismos (Sajid y McKerrow, 2002).   

9. 1.  Familia tipo legumaina. 

 Estas enzimas llamadas tipo legumaína fueron primero identificadas y caracterizadas en 

la planta leguminosa Caravalia ensiformis, el frijol gato (Ishii y col., 1990). También se han 

localizado en Schistosoma mansoni, F. hepatica (Caffrey y col., 2000; Dalton y col., 1995), en 

muchas plantas y en mamíferos incluyendo humano, ratón, rata y cerdo (Sajid y McKerrow, 

2002). Las legumaínas se piensa que están localizadas en lisosomas donde ellas funcionan 

procesando otras proteínas. 

 Una de las características de las enzimas tipo legumaína es su insensibilidad a 

inhibidores genéricos de cisteína proteasas tales como E64 y leupeptina (Sajid y McKerrow, 

2002). La actividad proteolítica es inhibida por reactivos generales como la iodoacetamida y el 

ácido iodoacético, que bloquean el sitio tiol, también por inhibidores de proteasas de amplia 

especificidad macromolecular como la α-2-macroglobulina y la cistatina (Sajid y McKerrow, 

2002). Esta carencia de inhibidores selectivos ha impedido la caracterización bioquímica 

detallada. 

Hay dos variedades en la familia 13 del clan CD tipo Legumaina y estas son las transamidasas 

y las asparaginil endopeptidasas, que estan agrupadas por su relación filogenética (Fig. 2). 
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Cisteína 
 proteasa

clan CA 
(TIPO PAPAÍNA)

Clan CB 

clan CC 

clan CD 
(TIPO LEGUMAÍNA)

PROTEASAS VIRALES

PROTEASAS VIRALES 

                     Familia  C13 
S. mansoni     asparaginil endopeptidasa 
S. japonicum  asparaginil endopeptidasa 
F. hepatica     asparaginil endopeptidasa 
C. elegans      asparaginil endopeptidasa 
L. mexicana    transamidasa 
P. falciparum  transamidasa 
T. brucei         transamidasa 
C. elegans      transamidasa 
                     Subfamilia C13 
T. vaginalis    asparaginil endopeptidasa 
             Tvlegu-1 y Tvlegu-2  
           (León-Félix y col., 2004) 
                     Familia  C14 
Caspasas 
                     Familia  C50 
Separasas  
                     Familia  C25 
Gingipaínas (Eubacteria, gram negativa) 
                     Familia  C11 
Clostripaínas (Eubacteria, gram positiva) 

TIPO CALPAÍNA        
Familia C2 

S. mansoni     calpaína 
S. japonicum  calpaína 
C. elegans      calpaína 
 

FAMILIA PAPAÍNA      
Familia C1 

         TIPO CATEPSÍNA B             
                  subfamilia  
Giardia        B     Strongyloides B 
Necator       B     Toxoplasma   B 
Ascaris        B     H. contortus   B 
Fasciola      B     Ostertagia      B 
C. elegans  B     C. elegans     X 
O. volvulus X     Schistosoma  C 
 

SUBFAMILIA 
 BLEOMICÍNA- HIDROLASA       

          TIPO CATEPSÍNA L             
                  subfamilia  
Cryptosporidium      L  
Trypanosoma       L 
Leishmania        L 
Naegeleria     L  
Trichomonas      L 
Plasmodium      L 
Entamoeba      L 
Theileria         L 
Dictyostelium    L 
Paragonimus    L 
Spirometra       L 
H. contortus      L 
Brugia           L 
Toxocara       L 
Ancylostoma      L 
Ascaris       L 
Fasciola       L 
C. elegans    L 
Schistosoma     L 
Strongyloides      L 
Heterodera         L 
Globodera     L 
Boophilus       L 
Dermatophagus       L 
Euroglyphus    L 
Heterodera       L 

Motivo “ERFNIN”                     Horquilla ocluyente

Fig. 2. Diagrama esquemático de la superfamilia de cisteína proteasas. Las 
subfamilias fueron determinadas por la homología en la secuencia de los 
aminoácidos que están alrededor del sitio activo (Sajid y McKerrow, 2002). 
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9. 1. 1. Asparaginil endopeptidasas. 

 Las asparaginil endopeptidasas hidrolizan exclusivamente péptidos y proteínas en el 

lado carboxilo de los residuos de asparagina (Sajid y McKerrow, 2002). En S. mansoni la 

asparaginil endopéptidasa es detectada en la gastrodermis y en el lumen cecal del parásito 

(Caffrey y col., 2000; Dalton y col., 1995). La enzima de la fasciola es expresada en dos formas 

derivadas de productos génicos distintos en cantidades aproximadamente iguales (Sajid y 

McKerrow, 2002). La proteína nativa activa ha sido bioquímicamente caracterizada y contiene 

el sitio activo Cys197 (numeración de la asparaginil – endopeptidasa de S. mansoni). Además 

de esta proteasa, hay otra enzima distinta la cual tiene un residuo asparagina en lugar de la 

cisteína en el sitio activo. Esta es referida como la forma “inactiva” (Caffrey y col., 2000). La 

substitución de la cisteína en lugar de la asparagina en la forma inactiva de Schistosoma sp 

asparaginil endopeptidasa (Asn197→Cis197) restaura la actividad enzimática y exhibe perfiles de 

substrato similares a los de la enzima silvestre, cuando se usan colecciones de péptidos (Sajid 

y McKerrow, 2002). La razón por la que el parásito mantiene una enzima proteolíticamente 

inactiva con aparentes sitios intactos, no es claro.  

 Recientemente, una colección combinatorial de inhibidores vinil sulfona con una 

asparagina fijada en la posición P1 fue usada para mostrar asparaginil endopeptidasas en 

humano y S. mansoni. Los resultados indicaron que las vinil sulfonas pueden inhibir la actividad 

de asparaginil endopeptidasas y que hay especificidad en las posiciones P2 y P3. La asparaginil 

endopeptidasa de S. mansoni parece ser un blanco prometedor para la intervención 

quimioterapéutica, debido a que se afecta a un número importante de rutas río abajo al ser 

inhibida (Sajid y McKerrow, 2002). 
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9. 1. 2. GPI: transamidasas. 

 Las proteasas de humano, de Saccharomyces, de L. mexicana, de C. elegans, de 

Drosophila melanogaster, de T. brucei y de Plasmodium falciparum muestran similitudes 

sorprendentes a nivel de aminoácidos con la legumaína (Hilley y col., 2000; Sharma y col., 

2000). Sin embargo, estas proteínas son asignadas a una subfamilia dentro de las proteínas 

tipo legumaína llamadas glicosilfosfofatidilinositol (GPI): transamidasas. Estas proteínas han 

mostrado que juegan un papel en el anclaje de GPI preformadas a precursores de proteínas en 

el retículo endoplásmico (Hilley y col., 2000; Sharma y col., 2000). Es probable que las 

proteasas de D. melanogaster, C. elegans y P. falciparum puedan funcionar en la 

transamidación proteica GPI (Sajid y McKerrow, 2002). Hay una similitud de secuencias 

importante dentro de las asparaginil endopéptidasas alrededor del sitio activo His/Cys; mientras 

que, hay poca homología en secuencias alrededor de la His/Cys dentro de las transamidasas 

sugiriendo una divergencia temprana (Sajid y McKerrow, 2002).  

9. 2.  Proteasas tipo Papaína. 

La mayoría de las cisteína proteasas de parásitos pertenece a la familia C1 dentro del 

clan CA (Fig. 2). Los miembros del clan CA son dirigidos a compartimentos vesiculares 

intracelulares, estos incluyen catepsinas B, C, H, K, L, y S (Turk y col., 2000), o son 

secretadas. Las proteasas del clan CA son caracterizadas por su sensibilidad al inhibidor 

general de cisteína proteasas el E64 (L – trans – epoxisuccini – leucil – amido (4-guanidino – 

butano) y por tener especificidad de substrato, definida  por el sitio S2. Estudios iniciales 

clasificaron a las catepsinas lisosomales usando sistemas vertebrados. La hidrólisis de 

pequeños péptidos que contienen arginina en P2 han sido frecuentemente usados para 

discriminar la actividad de la catepsina B de la actividad de la catepsina L (Karrer y col., 1993). 

La especificidad en el sitio S2 se ha atribuido a propiedades químicas del residuo 
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correspondiente a la posición 205 (numeración de la papaína); en la catepsina B y la catepsina 

L humanas estos residuos son glutamato y alanina, respectivamente (Karrer y col., 1993).  

Además, hay variaciones estructurales y de secuencia entre catepsina B y catepsina L. Las 

catepsinas L (incluyendo las muy relacionadas catepsinas S y K) han conservado un motivo en 

la pro-región, Glu, X3 Arg, X2, (Ile/Val), Phe, X2, Asn, X3, Ile, X3, Asn; llamado “ERFNIN”, por el 

código de una letra para los aminoácidos (X es cualquier aminoácido) (Barrer y col., 1993). Las 

catepsinas B carecen de motivo ERFNIN pero tienen una horquilla peptídica en el dominio 

catalítico, referido como “horquilla ocluyente” (Fig. 2). Además de la actividad de endopeptidasa 

(igual a la catepsina L), las catepsinas B tienen una actividad dipeptidil carboxipeptidasa (Musil 

y col., 1991). Esto se ha atribuido a la horquilla ocluyente (Musil y col., 1991). La subfamilia de 

las catepsinas B y L puede ser delineada por la similitud en la longitud y la secuencia dentro de 

las respectivas pro-regiones así como también por el número y orden de los residuos de 

cisteínas involucradas en la formación de puentes disulfuro (Llalmanch y col., 1998). Las 

calpaínas (las cisteína proteasas citosólicas dependientes de Ca2+) son “tipo papaína”, pero 

carecen de una secuencia señal y tienen un dominio de regulación por calcio (Sajid y 

McKerrow, 2002). 

 Las secuencias de las catepsinas tipo B y L son completamente homólogas, sugiriendo 

una divergencia evolutiva reciente. Todas las catepsinas B de parásitos conocidas tienen 

residuos altamente conservados en el sitio activo. El árbol filogenético de la subfamilia de la 

catepsina B, confirma a la catepsina B de Giardia como la de linaje más temprano al ser 

comparada con otras secuencias génicas (Ward y col., 1997).  

 Muchas cisteína proteasas son sintetizadas como precursores que contienen un 

prodominio y un dominio maduro (catalítico). En algunos casos en las proteasas de 

Leishmania, Trypanosoma y varias plantas, tienen una extensión carboxilo terminal. La 
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proregión desarrollada provee un número de funciones independientes, incluyendo: actuar 

como una chaperona intramolecular para asistir a la proteína en el plegamiento; un inhibidor 

endógeno para regular la actividad de la proteasa (Ki de 0.4 nM para la catepsina B); y en 

algunos casos una señal que dirige la proteasa a su destino intracelular. Las cisteína proteasas 

que son dirigidas a un compartimiento intracelular o aquellas que son secretadas, también 

incluyen en el amino terminal una secuencia secuencia líder o péptido señal hidrofóbica de 

alrededor de 15 – 22 aminoácidos (García-Rivera y col., 1999; Sajid y McKerrow, 2002). 

10. PAPEL QUE JUEGAN LAS CISTEINA PROTEASAS EN LA RELACION HUÉSPED 

PARÁSITO. 

10. 1. Nutrición y desarrollo. 

 La filogenia molecular sugiere que las cisteína proteasas surgieron temprano en la 

evolución para degradar proteínas intra y extracelulares. Los protozoarios parásitos son una 

ventana en la evolución temprana de los eucariotes debido a que ellos representan las líneas 

más tempranas de las células eucariotes actuales (Sajid y McKerrow, 2002). Hay una gran 

cantidad de ejemplos donde proteínas exógenas son degradadas por cisteína proteasas de 

protozoarios parásitos (McKerrow y col., 1999), helmintos (Tort y col., 1999) y artrópodos (Sajid 

y McKerrow, 2002).  

 Estudios en parásitos sugieren que las funciones de las cisteína proteasas son diversas 

(Robertson y col., 1996; Rosenthal, 1999) e incluyen papeles claves en la adquisición de 

nutrientes y como parte del ciclo de desarrollo. Por ejemplo, las proteasas de Plasmodium 

hidrolizan a la globina para el crecimiento de parásitos intraeritrocíticos (Rosenthal y col., 1988) 

y los inhibidores de proteasas bloquean la degradación de la hemoglobina impidiendo así su 

desarrollo (Salas y col., 1995). Los inhibidores de cisteína proteasas también bloquean el 

desarrollo intracelular de T. cruzi (Eakin y col., 1992) y de Leishmania (Selzer y col., 1997). 
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Aunque E. histolytica no es un parásito intracelular, cuando sus trofozoítos fueron incubados 

con el inhibidor diazopeptidil, el crecimiento disminuyó por un 50% (De Meester y col., 1990), 

sugiriendo que las cisteína proteasas son importantes para la adquisición de nutrientes en un 

medio líquido. 

 En T. cruzi las cisteína proteasas también participan en el desarrollo. Inhibidores de 

proteasas específicos bloquean la transformación de epimastigotes a tripomastigotes (Franke 

de Cazzulo y col., 1994) y de amastigotes a tripomastigotes (Harth y col., 1993). En T. brucei, 

la actividad de cisteína proteasas se incrementa durante la diferenciación de formas alargadas 

a formas cortas (Pamer y col., 1989). Recientemente las cisteína proteasas han mostrado su 

importancia en el desenquistamiento de Giardia (Ward y col., 1997). En E. invadens, la cual se 

ha usado como un modelo para el enquistamiento y desenquistamiento de E. histolytica, 

inhibidores específicos de cisteína proteasas reducen significativamente la eficiencia del 

enquistamiento (Sharma y col., 1996). Más estudios son requeridos para esclarecer si las 

cisteína proteasas juegan un papel directo en la iniciación del enquistamiento o si el efecto de 

inhibición es secundario por reducir la multiplicación de los trofozoítos. 

10. 2.  Invasión del hospedero. 

 Las cisteína proteasas son importantes para la invasión del hospedero por varios 

parásitos. Inhibidores específicos bloquean la invasión de T. cruzi (Franke de Cazzulo y col., 

1994), P. falciparum (Mayer y col., 1991), Cryptosporidium parvum (Forney y col., 1996) y 

Toxoplasma gondii. El papel de las cisteína proteasas en la invasión del tejido ha sido bien 

documentado en E. histolytica. Las proteasas purificadas degradan componentes de la matriz 

extracelular, incluyendo fibronectina, laminina y colágeno, así como la matriz extracelular de 

músculo liso vascular (Keene y col., 1986). Las cisteína proteasas son las responsables del 

efecto citopático, observado in vitro como la destrucción de monocapas celulares (Keene y col., 
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1986; Reed y col., 1993). El efecto citopático correlaciona con la cantidad de actividad de 

cisteína proteasas liberadas en el medio por aislados clínicos de E. histolytica (Reed y col., 

1989) y puede ser bloqueada por inhibidores peptídicos específicos.  

10. 2. 1. Invasión celular y de tejidos. 

 Los parásitos usan proteasas para ayudarse en la invasión de células y/o tejidos, así 

como para facilitarse la migración en los tejidos. Este proceso es muy parecido al observado en 

la invasión celular tumoral. Hay muchos ejemplos de serina y metaloproteasas involucradas en 

la invasión celular y tisular en organismos parásitos, en contraste, hay relativamente pocas 

cisteína proteasas involucradas en ello.  

 En T. cruzi hay cisteína proteasas involucradas en varios procesos celulares, 

relacionados con la invasión celular (Meirelles y col., 1992). Las cisteína proteasas se han 

implicado en la invasión de hepatocitos in vitro por esporozoítos de P. berghei  (Kumar y col., 

1994). Las cisteína proteasas  en E. histolytica han sido implicadas en la invasión y destrucción 

de tejidos, y son consideradas factores de virulencia (Que y Reed, 2000; Reed, 1995). En 

pacientes que tienen amibiasis invasiva hay una correlación de los niveles de cisteína 

proteasas extracelulares, con el daño epitelial y la producción de anticuerpos anticisteína 

proteasa (Reed y col., 1989). Se piensa que el daño tisular no es una consecuencia de la 

expresión y liberación de cisteína proteasas, más bien, el incremento de actividad proteolítica  

de las especies patógenas ayuda en la degradación de proteínas del hospedero o de bacterias 

para la nutrición e involuntariamente guía a la destrucción de tejidos (Sajid y McKerrow, 2002). 

Se ha mostrado que E. histolytica tiene al menos 20 genes diferentes (Bruchhaus y col., 2003).

 La amiba Naegleria fowleri es el agente causal de la meningoencefalitis amibiana, una 

enfermedad fatal de los humanos que inicia por la invasión vía mucosa nasal (Aldape y col., 
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1994). En esta amiba las cisteína proteasas secretadas pueden estar involucradas en la 

destrucción del tejido por invasión (Aldape y col., 1994).  

10. 3.  Enquistamiento, desenquistamiento, muda y eclosión. 

 Las proteasas se requieren para la salida del protozoario, helmintos y artrópodos de los 

quistes protectores, cutículas o huevos. En G. lamblia el inicio de la infección comienza por la 

ruptura de quistes lo cual requiere de cisteína proteasas (Ward y col., 1997). La adición de 

inhibidores de cisteína proteasas a los quistes de G. muris durante la inducción del 

desenquistamiento in vitro, resultó en una reducción substancial de el número de trofozoítos 

desenquistados (Ward y col., 1997). Usando una versión biotinilada de un inhibidor irreversible 

que reduce el desenquistamiento, una cisteína proteasa (CP2) fue purificada de los trofozoítos 

de G. lamblia y el gen respectivo fue clonado. El análisis filogenético colocó a esta secuencia 

en el grupo de las catepsinas B (Ward y col., 1997).    

 En Paragonimus westermani una cisteína proteasa está involucrada en el 

desenquistamiento de la metarcecaria en el lumen intestinal del huésped (Chung y col., 1995). 

 En el nemátodo filarial, inhibidores irreversibles de cisteína proteasa arrestan a la muda 

en los estadios larvales L3 de Onchocerca volvulus (Lustigman y col., 1997), Dirofilaria immitis 

(Richer y col., 1992) y Brugia pahagni (McKerrow, 1994). En los nemátodos antes 

mencionados, la larva L3 se encontró viable, pero fueron incapaces de mudar. Los inhibidores 

o los anticuerpos contra las cisteína proteasas fueron marcados, y permitieron localizar la 

actividad de proteasa tipo catepsina L en el espacio lleno de fluido colocado entre el tegumento 

del nemátodo, y la cutícula de la muda (Richer y col., 1992; Lustigman y col., 1996). También 

las cisteína proteasas se han identificado en huevos de S. mansoni y se ha propuesto que 

están involucrados en la eclosión y la posterior invasión al tejido del huésped (Sung y Dresden, 

1986). 
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10. 4. Procesamiento de proteínas y activación. 

  Algunas proteasas tienen una preferencia limitada y específica de sustratos. En T. 

gondii se libera una proteína de superficie, MIC2, la cual participa en el proceso de invasión 

celular. MIC2 es proteolíticamente procesada por lo menos por dos actividades independientes, 

una de las cuales es en parte sensible a los inhibidores de cisteína proteasas (Carruthers y 

col., 2000).  

 En G. lamblia hay tres proteasas tipo catepsinas B, las cuales funcionan en el 

enquistamiento y en el desenquistamiento. Este parásito es también el huésped de un 

giardiavirus de doble cadena de RNA el cual sintetiza un gran precursor proteico de la cápside, 

a diferencia de muchos precursores virales los cuales son procesados por una proteasa viral. 

Los giardiavirus emplean una de las cisteína proteasas del huésped para procesar 

específicamente a la proteína de la cápside de 100 kDa (Yu y col., 1995).  

10. 5.  Serodiagnósticos, alergias y vacunas. 

 Las cisteína proteasas son muy inmunogénicas, esta característica ha sido explotada 

para usarlas como marcadores inmunodominantes en enfermedades infecciosas, ya que en 

varios casos la identidad de los marcadores del serodiagnóstico confirmó la presencia de una 

cisteína proteasa.  

 Las cisteína proteasas también son responsables de la respuesta alérgica en humanos y 

en animales. La alergia al polen de las plantas, detergentes y ácaros del polvo se debe a la 

hipersensibilidad a las proteasas (Sajid y McKerrow, 2002). Entre los alergenos mejor 

caracterizados están las cisteína proteasas, Der p1 y Der f1, encontradas en las heces del 

pequeño ácaro del polvo Dermatophagus sp (Stewart y col., 1992). La Der p1 rompe las 

uniones fuertes en la mucosa pulmonar y nasal, facilitando su propio paso a través de los 

vasos sanguíneos, promoviendo la alergia y el asma asociada, así como la rinitis y la dermatitis 
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atópica. En un trabajo reciente con Der p1, se comparó la secuencia del antígeno del ácaro con 

homólogos en parásitos y animales. Los resultados de este estudio sugirieron que existe un 

epítope IgE genérico y es potencialmente accesible en Der p1 y las otras cisteína proteasas. El 

alergeno del ácaro es LDAFRRHYDGRTIIQ (Takai y col., 2000). Otros investigadores 

propusieron que la actividad proteolítica de las cisteína proteasas, de la familia de la papaína, 

contribuye a su potencial alergénico (Sajid y McKerrow, 2002).  

 Los anticuerpos dirigidos contra las cisteína proteasas pueden tener un efecto inhibitorio 

en su actividad proteolítica como se ha visto con los anticuerpos anti-catepsina L de F. hepática 

(Smith y col., 1994), anti cisteína proteasas de D. viviparus y anti Der p1 de D. pteronyssinus 

(Cambra y Berrens, 1996). La protección inmunológica usando cisteína proteasas se ha 

también observado contra antígenos SERA/SERP de P. falciparum en ratón, y contra antígenos 

cisteína proteasas de E. histolytica in vitro y en modelos animales (Inselburg y col., 1993; 

Sugiyama y col., 1996). La calpaína de S. mansoni fue implicada como blanco de inmunidad 

protectora y también se ha usado como una vacuna en modelos murinos. La secuencia 

oligopeptídica protectora mínima es EWKGAWCDGS, los linfocitos T CD4+ que usaron este 

epítope como un blanco antigénico pudieron ser transferidos pasivamente y continuaron 

protegiendo contra subsecuentes desafios de S. mansoni (Jankovic y col., 1996). Además, se 

han reportado vacunas protectoras, anti-cisteína proteasas, contra parásitos como F. hepática 

y Haemonchus contortus (Dalton y col., 1996; Skuce y col., 1999).  

10. 6. Las cisteín proteasas en la evasión del sistema inmune. 

10. 6. 1. Degradación de la IgA humana. 

 La IgA es la inmunoglobulina predominante de defensa en la superficie mucosa 

(Underdown y Schiff, 1986). Las funciones biológicas de la IgA no son completamente 

entendidas pero incluyen la inmovilización y prevención de la adherencia de microorganismos, 

   



 54

unión de toxinas e inhibición de la absorción de antígenos (Kilian y col., 1988; Underdown y 

Schiff, 1986). La mayoría de los linfocitos en la mucosa externa están dedicados a la 

producción de IgA, la cual es liberada en la mucosa intestinal como un dímero unido por 

puentes disulfuro y un componente secretado rico en carbohidratos, el cual es necesario para 

la secreción transepitelial (Underdown y Schiff, 1986). La IgA puede jugar un papel indirecto en 

la citoxicidad mediada por anticuerpos a través de receptores Fcα y la potenciación de la 

acción de factores antibacterianos no específicos tales como lactoferrina, lactoperoxidasa y 

lisozima (Kilian y col., 1988). 

 La IgA inmune secretoria (sIgA) se ha demostrado en pacientes con amibiasis invasiva 

por mediciones de anticuerpos fecales (Sharma y col., 1981) calostrales (Grundy y col., 1983) y 

salivales (Abou-El-Magd y col., 1966). El grupo de Ximenez ha mostrado que portadores de E. 

dispar también desarrollan una respuesta salival con sIgA (Ramos y col., 1997). Ambos sIgA 

salival humana (Carrero y col., 1994) e IgA monoclonal anti amiba (Levya y col., 1995) 

bloquean la adherencia de trofozoítos de E. histolytica a monocapas celulares epiteliales. 

 Bacterias invasivas vía mucosa, incluyendo Haemophilus influenzae, Neisseria 

gonorrhoeue y Neisseria meningitidis, producen proteasas que degradan IgA1 (Genco y col., 

1975; Kilian y col., 1980; Kornfeld y Plaut, 1981). Todas las proteasas IgA1, que han sido 

caracterizadas son extracelulares, son endopeptidasas neutras que rompen la región de la 

bisagra de la IgA1 específicamente para producir Fab y Fc (Plaut, 1983). El rompimiento de 

IgA1 puede reducir su afinidad por el antígeno, interfiriendo con el antígeno o enmascarando 

determinantes antigénicos cubriéndolos con fragmentos Fab (Kilian y col., 1988). Quezada-

Calvillo y col., (1986) han demostrado el rompimiento limitado de IgA por amibas. Kelsall y 

Ravdin (1993) encontraron que la degradación de IgA parece ser mediada predominantemente 

por cisteína proteasas. 
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10. 6. 2. Rompimiento de IgG inmune. 

 Gran número de parásitos liberan proteasas las cuales rompen IgG. Los tripomastigotes 

de T. cruzi unen IgG a través de los fragmentos Fab y entonces rompen la fracción Fc con 

cruzapaína, su cisteína proteasa principal (Bontempi y Cazzulo, 1990). Schistosoma mansoni 

une Igs vía un receptor Fc y entonces degrada la porción Fab de IgG (Auriault y col., 1981). Las 

cisteína proteasas de Tritrichomonas foetus (Talbot y col., 1991), Trichomonas vaginalis 

(Provenzano y Alderete, 1995) y Fasciola hepatica (Carmona y col., 1993) también degradan 

IgG. 

 Una respuesta sistémica IgG se desarrolla en pacientes que son colonizados o tienen 

una infección invasiva con E. histolytica, en contraste a aquellos colonizados con E. dispar 

(Jackson y col., 1985). Un papel protector por IgG en enfermedades amibianas ha sido difícil de 

establecer y niveles del anticuerpo correlacionan con la longitud de la enfermedad, no con la 

respuesta clínica a la infección (Jackson y col., 1985). En modelos animales, una respuesta de 

anticuerpos en suero no protegen al hámster, pero ratones SCID fueron pasivamente 

protegidos por suero inmune policlonal de conejo (Cieslak y col., 1992). Tran y col., (1998) 

encontraron que cisteína proteasas extracelulares purificadas y de trofozoítos de E. histolytica 

intactos rompieron la cadena pesada de IgG. Cuando un anticuerpo monoclonal contra la 

superficie antioxidante tiol específica fue roto por una proteasa purificada, la unión a trofozoítos 

decreció por arriba de un 80% (Tran y col., 1998). Estos resultados sugieren que el 

rompimiento de IgG por cisteína proteasas extracelulares puede limitar la efectividad de la 

respuesta humoral del hospedero. 

10. 7. Resistencia a la lisis mediada por complemento. 

 Para invadir exitosamente, los parásitos deben ser capaces de evadir múltiples defensas 

locales y sistémicas del hospedero, incluyendo la acción de proteínas del complemento 
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activadas. Los trofozoítos de E. histolytica tienen una superficie rica en carbohidratos y fue 

demostrado que consumen componentes de las rutas clásicas y alternativa de complemento 

(Calderón y Schreiber, 1985; Reed y col., 1986). La especificidad de substrato para las cisteína 

proteasas amibianas es por aminoácidos cargados positivamente, lo cual es similar a la de las 

proteasas generadas durante la activación del complemento. Se ha demostrado que los 

trofozoítos de E. histolytica activan complemento por un mecanismo único, rompiendo la 

cadena α de C3, generando un C3b funcionalmente activo (Reed y col., 1989). Componentes 

terminales de complemento activados son también generados, los cuales lisan a E. dispar pero 

no a E. histolytica por lisis reactiva (Reed y Gigli, 1990). E. histolytica es resistente a la lisis por 

el complejo de ataque a membrana en virtud de la lectina inhibible por galactosa la cual tiene 

reactividad antigénica cruzada con CD59, un inhibidor de C5b-9 en células sanguíneas 

humanas (Braga y col., 1992). Este puede ser un mecanismo por el cual E. dispar es confinado 

al lumen del intestino debido a la muerte mediada por complemento en tejidos o en el tejido 

sanguíneo. Otro grupo ha reportado que las cepas de E. dispar son resistentes a la lisis 

mediada por complemento, mientras que las cepas de E. histolytica son susceptibles 

(Hamelmann y col., 1992). No es claro si los resultados antagónicos sean debido a las 

diferentes condiciones de cultivo, pero se considera que clínicamente, solo E. histolytica causa 

enfermedad invasiva.  

10. 8. Degradación de las anaflatoxinas C3a y C5a. 

 Las anaflatoxinas, C3a y C5a, son potentes estimuladores de la respuesta inflamatoria 

del hospedero. C3a y C5a son generadas por rompimiento de las cadenas α de C3 y C5 por 

sus respectivas convertasas. La porción restante de cada molécula, C3b y C5b, participan en la 

activación de los componentes de acción tardía, guiando a la formación del complejo de ataque 

a la membrana (Tack y col., 1981). C3a tiene efectos fisiológicos múltiples, incluyendo el 

   



 57

aumento en la permeabilidad vascular y contracción del músculo liso, suprimiendo la 

proliferación de células T, y liberando histamina de los mastocitos e interleucina-1 (IL-1) de los 

macrófagos (Hugli, 1986). C5a induce la quimiotaxis de neutrófilos, activa macrófagos y 

estimula la liberación de IL-1, IL-6 e IL-8 (Hugli, 1986). La misma cisteína proteasa extracelular 

de E. histolytica que activa complemento, produce C3b hemolíticamente activa (Reed y col., 

1989) y también degrada a la C3a y a la C5a, las cuales serán subsecuentemente formadas 

(Reed y col., 1995). Ambas C3a y C5a son susceptibles de destrucción proteolítica con pérdida 

de su actividad biológica en una forma dosis dependiente (Reed y col., 1995). Así, la cisteína 

proteasa extracelular de E. histolytica, la cual es capaz de activar complemento, puede también 

evadir la respuesta inmune normal del hospedero inactivando las anaflatoxinas, C3a y C5a. 

10. 9. Especificidad de substrato. 

 La especificidad de substrato de las proteasas de E. histolytica es la típica de las 

proteasas tipo catepsina B de la familia de la papaína (Keene y col., 1986; Luaces y Barrett, 

1988). La mayoría de sus cisteína proteasas son activas contra un substrato peptídico sintético, 

Z-Arg-Arg-AMC (benziloxicarbonil-arginina-arginina-4amino-7metilcuramina), con arginina en 

las posiciones P1 y P2. Las cisteína proteasas amibianas tienen poca afinidad por el substrato 

para la catepsina L, Z-Phe-Arg-AMC, y el substrato para la catepsina H, Z-Arg-AMC, aunque 

por el análisis de los genes de proteasas amibianas han sido identificadas sólo secuencias tipo 

catepsina L (Que y Reed, 2000).  

10. 10. pH dependientes. 

 Las cisteína proteasas de los parásitos funcionan en una amplia variedas de ambientes 

químicos en comparación con las enzimas homólogas del hospedero. Las cisteína proteasas 

lisosomales de mamífero son relativamente inestables en pH neutro cuando son comparadas 

con sus ortólogas de parásitos. La excepción es la catepsina S de mamífero (Sajid y McKerrow, 
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2002). La estabilidad de las catepsinas de mamífero puede ser un mecanismo de regulación 

para minimizar la proteólisis no deseada en compartimentos celulares o tisulares inapropiados. 

Se ha estimado que el pH lisosomal es tan bajo como 4.0, y éste puede activar enzimas 

lisosomales así como desnaturalizar substratos protéicos (Turk y col., 1995). Mientras que las 

catepsinas de parásitos son también activas en pH bajo, en marcado contraste a las proteasas 

de vertebrados las proteínas de parásitos son más activas y permanecen estables en pH 

neutro (Sajid y McKerrow, 2002). Aunque el pH óptimo de las cisteína proteasas de E. 

histolytica es amplio, variando de pH 5 a 9, la mayoría de estas enzimas son activas en pHs 

ligeramente ácidos y neutros (Barret y Kirschke, 1981). Este amplio perfil de pH de las cisteína 

proteasas de parásitos es consistente con las numerosas funciones extralisosomales que han 

sido caracterizadas (Sajid y McKerrow, 2002).   

10. 11. Inhibidores de cisteína proteasas como quimioterapia antiparasitaria. 

 Las proteasas de parásitos juegan un papel crucial en las interacciones entre parásito y 

hospedero, incluyendo la adquisición de nutrientes, facilitan la invasión de tejidos y defensa 

contra el ataque inmune. Por lo tanto, las proteasas de parásitos son blancos importantes para 

nuevas estrategias quimioterapéuticas. Sólo unos cuantos reportes han identificado inhibidores 

de cisteína proteasas producidas por los mismos parásitos. Inhibidores de la papaína fueron 

detectados en una variedad de protozoarios parásitos, incluyendo Leishmania, Trichomonas y 

Trypanosoma, sugiriendo que moléculas parecidas a la cistatina pueden estar ampliamente 

distribuidas (Irvine y col., 1992). Un gen que codifica a una molécula parecida a la cistatina 

también ha sido encontrada en S. mansoni (Cao y col., 1993). Es probable que las cistatinas 

encontradas dentro de parásitos puedan jugar un papel protector contra sus propias cisteína 

proteasas y la descripción de su estructura provea de información importante en los 

requerimientos de unión a las enzimas del parásito. 
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 Las pro-regiones de las cisteína proteasas pueden inhibir la correspondiente enzima 

madura, el análisis de estas estructuras proveerá información valiosa acerca de la especificidad 

del inhibidor y ayudará en el diseño de inhibidores específicos (Coulombe y col., 1996). Las 

células, para protegerse de la degradación incontrolada, sintetizan todas sus proteasas como 

precursores inactivos. El propéptido en el amino terminal de estos precursores facilita el 

plegamiento de la enzima madura actuando como una chaperona intramolecular, manteniendo 

la estabilidad de la proteasa mientras pasa por la ruta secretoria, actuando además como un 

inhibidor intrínseco de la enzima. La enzima activa se obtiene al liberar la proregión por 

autoproteólisis bajo condiciones ácidas. Recientemente se ha demostrado en un gran número 

de estudios acerca de cisteína proteasas de mamíferos y plantas, que los propéptidos libres 

son inhibidores potentes y altamente selectivos para sus correspondientes enzimas maduras 

(Roche y col., 1999; Taylor y col., 1995). Además, los propéptidos exhiben la más alta 

selectividad de inhibición para la enzima de la cual se originaron; por ejemplo, el propéptido de 

la catepsina L fue más activo contra la catepsina L que para otros miembros relacionados de la 

superfamilia, tales como la catepsina S, y no mostró actividad inhibitoria en contra de las 

catepsinas B (Coulombe y col., 1996; Maubach y col., 1997). Roche y col., han investigado la 

especificidad del propéptido de la catepsina L de F. hepatica para su enzima madura (Roche y 

col., 1999), el propéptido recombinante expresado en E. coli mostró ser un potente inhibidor de 

la catepsina L1 y en menor grado de la catepsina L2 (Roche y col., 1999). Taylor y col., (1995) 

mostraron que la especificidad para la inhibición de las cisteína proteasas, de la superfamilia de 

la papaína por sus propéptidos, correlaciona con la identidad en la secuencia (Taylor y col., 

1995). Conforme los mecanismos de inhibición sean revelados, más información molecular 

respecto a que define que la estructura de los propéptidos sean inhibidores específicos para 
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sus enzimas parentales, nos guiará al diseño de drogas antiparasitarias más potentes y 

selectivas. 

10. 11. 1. E-64 e inhibidores de péptidos sintéticos. 

 E-64, el cual fue aislado de Aspergillus japonicum, es un inhibidor de cisteína proteasas 

de amplio espectro (Barrett y col., 1982) y ha sido una herramienta útil en experimentos para 

bloquear la actividad de cisteína proteasas, aunque es limitado en su capacidad para penetrar 

a las células. El E-64 bloquea por completo la actividad de cisteína proteasas de trofozoítos 

cultivados de E. histolytica e inhibe la destrucción de monocapas de células de mamífero (De 

Meester y col., 1990; Reed y col., 1993). En estudios recientes en ratones SCID infectados con 

trofozoítos de E. histolytica preincubados con E-64, se observó una marcada reducción en la 

formación de abscesos hepáticos amibianos (Seydel y col., 1997). Las cisteína proteasas 

amibianas tienen diferencias estructurales significativas con sus contrapartes de mamífero, por 

lo que debe ser posible producir inhibidores de proteasas no peptídicos, altamente específicos 

(análogos al E-64), por análisis bioinformático de la estructura secundaria y técnicas de 

modelaje. Nuevas generaciones de inhibidores específicos de cisteína proteasas, incluyendo 

diazometanos, vinil sulfonas y péptidos sintéticos, han sido activos en el rango micromolar a 

nanomolar contra E. histolytica (Reed y col., 1993), así como contra otros parásitos (Rosenthal, 

1999). Un inhibidor específico de cisteína proteasas es la vinil sulfona, que previene la 

infección letal de T. cruzi en ratón (Engel y col., 1998) mostrando a estos inhibidores como una 

terapia antiparasitaria. 

 Inhibidores como el peptidil clorometil cetona, diazometil cetona y clorometil cetona 

bloquean la actividad de proteasas de parásitos cuando se presentan en concentraciones 

micromolares (Rosenthal, 1999). Al usar derivados biotinilados de estos inhibidores, se mostró 

que las cisteína proteasas están probablemente localizadas (Walsh, 1988). Se han probado 
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inhibidores péptido sintéticos los cuales entran a las células libremente y tienen un 50% de 

inhibición contra las cisteína proteasas de E. histolytica que se encuentran con una 

concentración menor a 5 μM (Reed y col., 1993). Las nuevas generaciones de inhibidores 

serán herramientas útiles para establecer definitivamente el papel que juegan las cisteína 

proteasas en la patogénesis de la amibiasis y podrá proporcionar drogas antiamibianas. 

10. 11. 2.  Efecto de la inhibición por RNA antisentido de cisteína proteasas. 

 El RNA antisentido es otra técnica que se ha utilizado para bloquear la expresión de un 

gen de cisteína proteasa. El grupo de Mirelman produjo un transfectante de la cepa HM1:IMSS 

de E. histolytica con un plásmido episomal replicante, en el cual el RNA de Ehcp5 fue transcrito 

en antisentido reduciendo fuertemente la expresión de EhCP5 y probablemente tiene reacción 

cruzada con otras cisteína proteasas debido a que se redujo hasta en un 90 % la actividad 

proteolítica de CPs en trofozoítos de E. histolytica (Ankri y col., 1998). El total de actividad de 

cisteína proteasa en los lisados de la transfectante fue de aproximadamente el 10 % del nivel 

de actividad de cisteína proteasa mostrado en los controles. Los trofozoítos transfectantes 

tenían actividad de eritrofagocitosis más baja que la observada en la cepa parental (Ankri y 

col., 1998). El efecto de la inhibición en antisentido fue dramática, ya que ningún absceso fue 

detectado en hámsteres inyectados con trofozoítos transfectados en contraste al 100 % de los 

controles no tratados (Ankri y col., 1999).  

11. CISTEÍNA PROTEASAS COMO FACTORES DE VIRULENCIA EN E. histolytica. 

 La producción y liberación de cisteína proteasas extracelulares es de 10 a 1000 veces 

más en los lisados de células de E. histolytica que en lisados de E. dispar, amiba no invasiva 

(Reed y col., 1989). Las cisteína proteasas purificadas de E. histolytica axenizadas rompen 

colágeno, elastina, fibrinógeno y laminina, elementos de la matriz extracelular que los 

trofozoítos deben penetrar para ser invasivos (Keene y col., 1986; Luaces y Barrett, 1988). Las 
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cisteína proteasas son responsables del desprendimiento de monocapas celulares, el ensayo 

más ampliamente usado para determinar toxinas amibianas. El efecto citopático sobre 

monocapas de fibroblastos de sobrenadantes de cepas de E. histolytica es completamente 

inhibido por Z-Phe-Arg-CH2F, un inhibidor de cisteína proteasas específico e irreversible que no 

es tóxico a células del hospedero (Reed y col., 1993). Sin embargo, la lisis celular in vitro 

causada por trofozoítos vivos de E. histolytica es un proceso más complejo, requiriendo la 

unión del parásito (Petri y col., 1987) y la lisis de la célula blanco por el amebaporo (Leippe y 

col., 1991).  

12. LOCALIZACION Y TRÁFICO DE CISTEÍNA PROTEASAS AMIBIANAS. 

 El tráfico de cisteína proteasas amibianas puede diferir de la ruta normal de los 

eucariontes superiores. El complejo de Golgi, retículo endoplásmico (ER), y lisosomas, los 

organelos claves del transporte proteico, son solamente estructuras rudimentarias en 

Entamoeba (Mazzuco y col., 1997). Verdaderos lisosomas se han identificado en Entamoeba, 

aunque numerosas vesículas ácidas están presentes en el citoplasma (Ravdin y col., 1986). 

Solamente una cisteína proteasa ambiana, EhCP5, tiene un sitio potencial de glicosilación 

ligado a asparagina, pero no se sabe si la manosa-6-fosfato está presente en la enzima 

madura (Jacobs y col., 1998). Por lo tanto, la ruta dependiente de manosa-6-fosfato no puede 

ser el mecanismo mayor para dirigir cisteína proteasas amibianas. En otros sistemas se han 

identificado varias rutas independientes de manosa-6-fosfato de tráfico de proteasas (Sloane y 

col., 1990; McIntyre y col., 1994; Huete-Pérez y col., 1999; Brooks y col., 2000). Los 

precursores de la catepsina B liberados extracelularmente por tumores malignos normalmente 

no tienen carbohidratos ricos en manosa, sugiriendo un posible defecto en el procesamiento 

postraduccional (Sloane y col., 1990). Una secuencia prodominio conservada interactúa con 

receptores microsomales de membrana con un blanco independiente de manosa-6-fosfato de 
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catepsinas en células de mamífero (McIntyre y col., 1994). Un papel similar es jugado por un 

prodominio en forma de horquilla localizado en las catepsinas de T. cruzi y L. mexicana, las 

cuales no tienen modificaciones de carbohidratos (Huete-Pérez y col., 1999). Por lo tanto rutas 

independientes de manosa-6-fosfato para las proteasas, en el tráfico proteico lisosomal en 

células amibianas parece posible, aunque es necesario confirmarlo. 

 La existencia de vesículas acídicas en E. histolytica y la presencia de secuencias 

conservadas tipo catepsina L en las proregiones de las CPs sugiere que algunos de los 

mecanismos de síntesis, procesamiento y tráfico pueden ser similares a aquellos de 

eucariontes superiores. Un bajo nivel de proteasas maduras se ha detectado en la membrana 

plasmática de los trofozoítos. La amebapaína (ACP3) se ha localizado en la superficie celular 

amibiana y en vesículas pinocíticas subcelulares (Scholze y col., 1992). La EhCP5 se piensa 

está asociada con membranas de E. histolytica vía una secuencia hidrofóbica (Jacobs y col., 

1998). La cisteína proteasa de superficie más recientemente identificada, la fusión cisteína 

proteasa – adhesina de 112 kDa, tiene un dominio transmembranal y una secuencia RGD 

(García-Rivera y col., 1999), Durante la fagocitosis de eritrocitos, la proteína completa es 

translocada a vesículas fagocíticas (García-Rivera y col., 1999). Aunque E. histolytica 

realmente libera cisteína proteasas extracelularmente, no se sabe si este es un proceso 

secretor activo. 

13. IDENTIFICACIÓN DE CISTEÍNA PROTEASAS EN E. histolytica. 

 Un gran número de cisteína proteasas con masas moleculares de 16 a 96 kDa se han 

observado en varios extractos de E. histolytica. Al correr electroforéticamente lisados de 

trofozoítos de E. histolytica en geles copolimerizados con gelatina se revelan de cuatro a seis 

bandas de actividad de proteasa (Que y Reed, 2000). Las formas predominantes de cisteína 

proteasas en Entamoeba son enzimas maduras de 27 a 30 kDa. Los trofozoítos de E. 
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histolytica liberan grandes cantidades de cisteína proteasas en el medio de cultivo. Muestras 

clínicas recientes de E. histolytica liberan de 10 a 1000 veces más actividad de cisteína 

proteasa que lo observado en el sobrenadante de E. dispar, aunque hubo variabilidad diaria 

significativa (Reed y col., 1989). Keene y colaboradores detectaron una abundante proteasa 

neutra en secreciones de trofozoítos de E. histolytica cultivados axénicamente. Esta proteasa 

tiene una masa molecular de ∼ 56 kDa, un pH óptimo neutro y un pI de 6 (Keene y col., 1986). 

Investigadores que iniciaron el estudio de proteasas en E. histolytica purificaron por lo menos 

dos similares pero con distintas actividades de cisteína proteasas caracterizadas como 

amebapaína (Scholze y Schulte 1988) e histolisina (Luaces y Barret 1988). Dos cisteína 

proteasas de 27 kDa pudieron ser purificadas por su afinidad a la laminina: la amebapaína 

(EhCP1 o ACP3) y la ACP2 (EhCP2) (Li y col., 1995). Las aparentes diferencias en masa 

molecular de estas y otras preparaciones pueden reflejar diferencias en protocolos de 

purificación, resultando en formación de multímeros, autoproteólisis, o la secreción de 

proenzimas de alto peso molecular.  

 Por otra parte la liberación de cisteína proteasas extracelulares esta relacionada con la 

invasión de tejidos según se ha observado en E. histolytica y en tumores metastásicos. Se 

piensa que una forma unida a la membrana de la enzima, en líneas celulares de melanoma, 

contribuye a la disolución focal de matrices extracelulares que precede a la invasión tisular por 

parte de células de melanoma (Rozhin y col., 1987; Sloane y col., 1986). La liberación de 

proenzimas por células tumorales y por trofozoítos amibianos presenta mecanismos 

evolutivamente conservados de metástasis que aún esperan su caracterización.  

 Bruchhaus y col., (2003) aprovechando el progreso reciente que se tiene en la 

secuenciación del genoma de E. histolytica (más del 99 %), analizó con el programa BLAST el 

banco de datos del genoma de E. histolytica e identificó un total de 20 genes diferentes con 
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marcos de lectura abiertos que corresponden a cisteína proteasas de la superfamilia de la 

papaína. Hasta el momento se ha secuenciado el 99 % de todos los genes de E. histolytica, es 

probable que estas 20 secuencias de CPs representen el repertorio completo de genes de 

cisteína proteasas de este protozoario parásito. Estos comprenden los 8 genes Ehcp 

previamente identificados (Ehcp1 a Ehcp7 y Ehcp112) así como 12 genes Ehcp no descritos y 

que se designaron como Ehcp8 hasta Ehcp19. Las cisteína proteasas amibianas consisten de 

polipéptidos con una presecuencia hidrofóbica de 12 a 20 aminoácidos, un prodominio de 55 a 

148 aminoácidos y un dominio catalítico (enzima madura) de 190 a 488 aminoácidos. Todas las 

secuencias muestran sitios específicos de cisteína proteasas: varios aminoácidos involucrados 

en el sitio activo y seis cisteínas invariables, de las cuales se sabe están involucradas en los 

puentes disulfuro que estabilizan la estructura terciaria de las enzimas y que pueden formar 

parte del sitio activo. El número relativamente grande de genes de CPs dentro del genoma de 

E. histolytica no parece ser simplemente el resultado de la amplificación génica reciente, el 

alineamiento mostró que hay entre ellas de un 10 a un 86 % de identidad (Bruchhaus y col., 

2003). Además, los marcos de lectura abiertos de dos de los genes, Ehcp14 y Ehcp16, son 

interrumpidos por intrones cortos de 77 y 59 pb, respectivamente y ambos contienen 

secuencias de splicing (Willhoeft y col., 1999). La construcción de árboles filogenéticos indica 

que hay dos grupos de enzimas, sugiriendo que los 20 genes de cisteína proteasas se 

desarrollaron de dos ancestros separados en un estadio temprano de la evolución del parásito. 

De acuerdo a esto las enzimas amibianas fueron agrupadas en dos subfamilias, designadas 

EhCP-A y EhCP-B.  

13.1. Subfamilia EhCP-A. 

 Las cisteína proteasas de la subfamilia EhCP-A tienen prodominios y dominios 

catalíticos más cortos que los observados en los miembros de la subfamilia EhCP-B. Los 
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prodominios comprenden de 72 a 90 aminoácidos en esta subfamilia y los dominios catalíticos 

comprenden de 190 a 254 aminoácidos. Además, los miembros de EhCP-A contienen un 

motivo conservado, Asp-Trp-Arg (DWR) en las posiciones +6 a la +8, y la cisteína del sitio 

activo es localizada alrededor de la posición +25. A esta subfamilia pertenecen: EhCP1, 

EhCP2, EhCP3, EhCP4, EhCP5, EhCP6, EhCP8, EhCP9, EhCP10, EhCP17 y EhCP19 

(Bruchhaus y col., 2003). 

13. 2. Subfamilia EhCP-B. 

 Las cisteína proteasas de esta subfamilia tienen prodominios y dominios catalíticos más 

largos. Los prodominios pueden tener de 105 a 144 aminoácidos y los dominios catalíticos 

comprenden de 230 a 353 aminoácidos. Además, los miembros de EhCP-B contienen el motivo 

conservado DWR en la posición +8, y la cisteína del sitio activo está localizada entre las 

posiciones +30 y +38. Esta subfamilia agrupa a; EhCP7, EhCP11, EhCP12, EhCP13, EhCP14, 

EhCP15, EhCP16, EhCP18 y EhCP112 (Bruchhaus y col., 2003).  

13. 3. Subclases de cisteína proteasas tipo Catepsinas L y tipo Catepsinas B. 

 Las cisteína proteasas pueden ser también divididas en dos subclases, tal y como fueron 

divididas las enzimas tipo catepsinas B y L, basándose en la secuencia primaria y la 

especificidad de sustrato. El alineamiento de secuencias reveló la más alta similaridad de casi 

todas las CPs a la subclase tipo catepsinas L, independientemente de si ellas pertenecen a la 

subfamilia EhCP-A o EhCP-B. Esto es apoyado por el hecho de que 19 de las 20 CPs 

amibianas (excepto EhCP15) contienen el motivo ERFNIN conservado dentro de la pro-región. 

Este motivo y su posición dentro de la pro-región se sabe que es específico de las proteasas 

tipo catepsina L (Barrer y col, 1993). Sin embargo, a pesar de su similaridad a las catepsinas L, 

las CPs amibianas han mostrado que son capaces de degradar Z-Arg-Arg, un péptido sintético 

que es específicamente cortado por las enzimas tipo catepsina B (Helberg y col., 2001; Jacobs 

   



 67

y col., 1998; Scholze y Scholze, 1989; Scholze y Tannich, 1994). La especificidad de sustrato 

de las cisteína proteasas en el bolsillo S2 se ha atribuido a las propiedades químicas del 

aminoácido 205 de la secuencia de la papaína. Las catepsinas B normalmente tienen grupos 

ácidos (Asp o Glu) en esta posición, mientras que las catepsinas L de mamífero tienen una 

alanina en esta posición (Barrett, 1998). Consistente con su especificidad de sustrato, ninguna 

de las cisteína proteasas amibianas contienen una alanina en el bolsillo S2, pero siete de ellas 

contienen un Asp en esta posición (Bruchhaus y col., 2003). Una observación similar se hizo 

para la cruzapaína, una cisteína proteasa del protozoario T. cruzi. Esta enzima mostró una 

estructura primaria tipo catepsina L, pero tiene una especificidad de sustrato tipo catepsina B y 

contiene un Glu en el bolsillo S2 (Sajid y McKerrow, 2002). 

 Todas las cisteína proteasas amibianas tienen cisteínas en su sitio activo. Y 16 de las 20 

CPs tienen los cuatro aminoácidos conservados. Las excepciones son EhCP6, EhCP11, 

EhCP16 y EhCP19, en las cuales uno de los aminoácidos es sustituido (Bruchhaus y col., 

2003). 

 Estudios previos han sugerido que E. histolytica también contiene cisteína proteasas 

unidas a superficie (Avila y Calderón, 1993; García-Rivera y col., 1999; Spinella, 1999). Sin 

embargo, las enzimas identificadas de este modo no contienen secuencias típicas de proteínas 

de membrana. En contraste, 7 de las 12 enzimas amibianas recientemente identificadas, las 

cuales pertenecen a la subfamilia EhCP-B, tienen secuencias hidrofóbicas cerca o 

directamente en el extremo carboxilo terminal, a las cuales se les ha predicho que constituyen 

regiones transmembranales o son posteriormente procesadas para permitir la unión vía el 

ancla GPI. Para nuestro conocimiento, esta propiedad parece ser única, ya que no se ha 

descrito para cisteína proteasas encontradas en eucariontes superiores (Bruchhaus y col., 

2003). 
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Muchas de las cisteína proteasas amibianas contienen por lo menos un sitio aceptor 

potencial para N-glicosilación. La glicosilación de las enzimas amibianas no ha sido 

determinada experimentalmente. Se sabe que para la catepsina L, la glicosilación permite la 

estabilidad proteica y la correcta direccionalidad intracelular (Dwek, 1998). Para algunas 

proteasas de mamífero la glicosilación del prodominio y subsecuente unión al receptor para 

manosa-6-fosfato es necesaria para llevar las moléculas a la ruta lisosomal (Kornfield, 1989). 

Sin embargo, solo dos de las proteasas de E. histolytica contienen posibles sitios de N-

glicosilación dentro del prodominio. Además de la ruta dependiente de manosa-6-fosfato, una 

ruta independiente de manosa-6-fosfato se ha descrito para las catepsinas D y L (McIntyre y 

col., 1994; Zhu y Conner, 1994). El mecanismo se basa en el reconocimiento por receptores 

asociados a membrana del prodominio, este mecanismo también es conocido para la 

cruzipaína en la cual se ha atribuido a la presencia de la secuencia Trp/Phe-Lys-(Ala)-X-X-X-

Lys/Arg-Arg/Leu/Val/-Phe/Tyr en el prodominio (Huete-Pérez y col., 1999). Este motivo está 

presente en la catepsina B de Giardia (Sajid y McKerrow, 2002) y una secuencia similar se 

encuentra en la mayoría de las enzimas de E. histolytica (EhCP1-14 y EhCP18-19). 

Otra clase de receptores que participan en la conducción celular de las proteínas son las 

integrinas, las cuales son blanco para la unión de una secuencia tripéptida concenso, Arg-Gly-

Asp (RGD). Este motivo sirve para unir proteínas a la superficie sin tener dominios 

transmembranales o anclas GPI (Ruoslahti, 1996; Torshin, 2002). Tres de las enzimas de E. 

histolytica (EhCP5, EhCP18 y EhCP112) contienen un motivo RGD, el cual se encuentra dentro 

del dominio catalítico en dos de estas enzimas (Bruchhaus y col., 2003; García-Rivera y col., 

1999).  

Estudios previos han mostrado que, en promedio, las regiones codificantes en E. 

histolytica y E. dispar tienen un 95% de identidad en sus secuencias (Willhoeft y col., 1999). 
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Esto ha permitido en E. dispar la identificación y clonación de genes correspondientes a CPs 

(Edcp 2, Edcp 3, Edcp4 y Edcp 6) usando secuencias Ehcp como sondas de hibridación 

cruzada (Bruchhaus y col., 1996). Esta técnica reveló que ortólogos funcionales 

correspondientes a Ehcp1 y Ehcp5 estén ausentes en E. dispar (Bruchhaus y col., 1996; 

Willhoeft y col., 1999). De acuerdo con esto, análisis de Southern blot comparativos fueron 

realizados usando Ehcp7 y los genes Ehcp recientemente identificados, como sondas. Los 

resultados indican que las secuencias ortólogas a todos estos genes están presentes en E. 

dispar (Bruchhaus y col., 2003). Así, con respecto a la propiedad patogénica de E. histolytica, 

EhCP1 y EhCP5 parecen ser de particular importancia.  

Basados en análisis de proteínas y RNA, estudios previos (Bruchhaus y col., 1996; 

Bruchhaus y col., 2003) sugieren que EhCP1, EhCP2 y EhCP5 son las cisteína proteasas más 

abundantemente expresadas en trofozoítos cultivados de E. histolytica, mientras que la 

expresión más alta en E. dispar fue para la EdCP3. Además, un nivel medio de expresión fue 

encontrado para Ehcp3, Ehcp8 y Ehcp9, ya que las señales de hibridación aparecieron antes 

de las primeras 24 h. Doce de los 20 genes Ehcp no revelaron hibridación alguna, lo que 

sugiere que la mayoría de los genes Ehcp no se expresan en trofozoítos cultivados de E. 

histolytica (Bruchhaus y col., 2003). De igual manera, una minoría de sólo 6 genes Ehcp se 

expresan en trofozoítos cultivados de E. dispar; Edcp1, Edcp2, Edcp3, Edcp8, Edcp9, Edcp16 y 

Edcp17. Estos resultados confirman resultados previamente obtenidos en donde se mostraba 

que la cantidad de cisteína proteasas en E. histolytica es considerablemente más alta que en 

E. dispar (Hellberg y col., 2001; Reed y col., 1989).   

La expresión de genes en E. histolytica es efectuado en forma monocistrónica 

(Bruchhaus y col., 1993), y los regiones 5’ río arriba y las 3’ río abajo contribuyen a la 

regulación de la transcripción (Nickel y Tannich, 1994). Así, las secuencias dentro de las 
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regiones flanqueantes pueden contribuir a las diferencias en la expresión de varios genes 

Ehcp. El análisis de las regiones flanqueantes reveló que los seis genes Ehcp que son 

substancialmente expresados en trofozoítos cultivados (Ehcp1, Ehcp2, Ehcp3, Ehcp5, Ehcp8 y 

Ehcp9), contienen un motivo tipo caja TATA extendido TATTTAAACT, ubicado alrededor de 35 

bp río arriba del sitio del inicio de la traducción ATG. En contraste, este motivo está ausente en 

todos los demás genes, los cuales no revelaron señales de hibridación en los Northern blots 

(Bruchhaus y col., 2003).   

Las cisteína proteasas amibianas que hasta el momento han sido las más estudiadas a 

nivel molecular y funcional son: 

 I) La EhCP1 (acp3), designada como amebapaína (Schulte y Scholze, 1989), y descrita 

por Reed y col., (1993). Scholze y col., (1992) por ensayos de inmunocitoquímica demostraron 

que la EhCP1 colocaliza con el óxido de fierro pinocitado, por lo que estos autores sugieren 

que esta enzima se recicla entre la membrana plasmática y las vesículas pinocíticas. El gen 

completo de esta enzima (acp3) fue clonado, es 85 % idéntico a acp2, y se demostró su 

expresión tanto en aislados de E. histolytica como de E. dispar (Reed y col., 1993; Mirelman y 

col., 1996).   

   Ehcp1 (acp3) fue el segundo gene reportado como único en E. histolytica (Bruchhaus y 

col., 1996), pero sus secuencias fueron detectadas en cepas clínicas de E. dispar (Reed y col., 

1993). 

 ii) La EhCP2 denominada histolisina (Luaces y Barret, 1988; Tannich y col., 1992), está 

codificada  por el gen Ehcp2 (acp2). Esta enzima no degrada colágena tipo I o elastina, pero es 

activa contra proteoglicanos de cartílago y desprende células de su sustrato in vitro (Luaces y 

Barret, 1988). Esta molécula se encuentra tanto en cepas patógenas como en no patógenas 
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(Reed y col., 1993; Mirelman y col., 1996). Por otro lado Que y col., (2002), mediante el uso de 

microscopía confocal, demostraron que EhCP2 está asociada a membrana.  

 Recientemente, Helberg y col., (2001), al tratar de sobreexpresar a las cisteína 

proteasas EHCP1, EhCP2 y EhCP5 tanto en cepas patógenas como no patógenas por 

transfección episomal, solamente lograron expresar EhCP2 en ambas especies amibianas. En 

contraste en estudios previos se observó que las cisteína proteasas están involucradas en la 

eritrofagocitosis y la formación de abscesos hepáticos, las células que sobreexpresaron EhCP2 

no mostraron diferencias en eritrofagocitosis y en la formación de abscesos hepáticos en 

comparación con los controles. Por lo tanto, EhCP2 parece no tener relevancia en la 

citotoxicidad. 

 iii) La EhCP3 (ACP1) (Tannich y col., 1991) o cisteína proteasa neutra principal de 56 

kDa (Keene y McKerrow, 1985). Esta enzima se purificó a partir de las secreciones de los 

trofozoítos. Se sabe que está codificada por tres genes distintos y ninguno de los productos 

génicos está glicosilado, la especificidad de sustrato de la actividad de esta enzima es 

semejante a la catepsina B (Keene y col., 1986).  

 Ehcp3 (acp1) fue inicialmente reportada para estar presente únicamente en E. histolytica 

(Reed y col., 1993), pero un homólogo relacionado, con un 95% de identidad, fue encontrado 

en E. dispar (Bruchhaus y Tannich, 1996; Mirelman y col., 1996)  

 Esta cisteína proteinasa es una de las más estudiada en la amiba, Luaces y Barret, 

(1988) clonaron el gen correspondiente y encontraron que codifica para una proteína de 27 kDa 

lo cual sugiere que está formada por dímeros, puesto que el peso molecular era de 56 kDa. 

Esta enzima degrada laminina, fibronectina y colágena tipo I y desprende del sustrato células 

en cultivo sin dañarlas (Luaces y Barret, 1988), lo cual sugiere que está involucrada en la 

degradación de proteínas de las uniones intercelulares. La expresión de esta enzima 
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correlaciona con la virulencia, además trofozoítos mutantes bajos en virulencia carecen de esta 

actividad proteolítica (Keene y col., 1990; Hidalgo y col., 1990). 

 El análisis de la secuencia de aminoácidos muestra homología con las cisteína 

proteasas liberadas por macrófagos activados y células cancerosas invasivas, lo cual sugiere 

un mecanismo evolutivo conservado de la invasión de tejidos (Reed y col., 1993). La proteasa 

neutra principal puede participar en mecanismos de evasión de la respuesta inmune, puesto 

que es capaz de activar la ruta alterna del sistema de complemento y su acción está 

directamente relacionada con la inactivación de las anafilotoxinas C3a y C5a (Reed y col., 

1995). 

 En cepas patógenas el incremento de la actividad y la expresión de la proteinasa 

correlacionan con el efecto citopático sobre monocapas de fibroblastos (Reed y col., 1993; 

Mirelman y col., 1996). Además, Que y col., (2002), mediante el uso de microscopía confocal, 

demostraron que ACP 1 (EhCP3) tiene una localización citoplásmica.  

 iv) La enzima EhCP5 fue descrita por Bruchhaus y col., (1996). El gen que codifica para 

esta enzima se identificó simultáneamente con los genes Ehcp4 y Ehcp6 los cuales se 

expresan en amibas xénicas y axénicas. La enzima EhCP5 se encuentra asociada a la 

membrana y produce efecto citopático sobre monocapas en cultivo. El gen se ha reportado 

estar presente solamente en E. histolytica (Jacobs y col., 1998), ya que el gen está altamente 

degenerado en E. dispar, conteniendo numerosas inserciones y deleciones, resultando en 

múltiples codones de paro dentro de su marco de lectura (Willhoeft y col., 1999).  

 EhCP5 tiene más del 10 % de la actividad de cisteína proteasa (CP) en E. histolytica 

(Ankri y col., 1999) y junto con EhCP1 y EhCP2 llegan a tener hasta un 90% (Bruchhaus y col., 

1996). CP5 degrada fibronectina, inmunoglobulina IgG, y factores de complemento C3 y C9 
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(Jacobs y col., 1998). Además, en E. histolytica CP5 puede bloquear la respuesta inflamatoria 

del hospedero por un mecanismo  nuevo, que es la inactivación de la IL-18 (Que y col., 2003).  

 EhCP5 tiene actividad proteolítica específica hacia sustratos sintéticos (Z-Arg-Arg-pNA), 

esta actividad es óptima a pH 6 – 8 (Jacobs y col., 1998), la cual es abolida por inhibidores de 

cisteína proteinasas como E-64 (10 μM), PHMB (100 μM) e iodoacetamida (100 μM) (Jacobs y 

col., 1998). 

 Ankri y col., (1998) inhibieron aproximadamente el 90% de la actividad total de CP, 

aplicando la metodología del RNA antisentido del gen Ehcp5. Las transfectantes mostraron un 

efecto citopático y hemolítico semejante al control (cepa HM1: IMSS), pero una actividad 

fagocítica menor. Posteriormente, Ankri y col., (1999) observaron que estos trofozoítos no 

produjeron abscesos hepáticos en hámsteres.  

 Recientemente se ha encontrado que las cisteína proteasas son factores de virulencia 

claves en la colitis amibiana, puesto que ratones infectados con trofozoítos de E. histolytica que 

expresan un mensaje antisentido del gen Ehcp5 y que por lo tanto generaron amibas 

deficientes en esta cisteína proteinasa, no produjeron inflamación del epitelio intestinal (Zhang 

y col., 2000). Estos experimentos nos demuestran que esta enzima es muy importante en el 

mecanismo de citotoxicidad de la amiba. 

 v) Los genes de las EhCP4 y EhCP6 fueron identificados simultáneamente con el gen 

Ehcp5 al tamizar un banco genómico de E. histolytica construido en el vector גZap utilizando 

como sonda una secuencia conservada de los genes de cisteína proteasas de la amiba 

(Bruchhaus y col., 1996). Los genes Ehcp4 y Ehcp6 se expresan en amibas xénicas y 

axénicas. E. dispar presenta cuatro de los seis genes expresados en E. histolytica (Edcp2, 
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Edcp3, Edcp4 y Edcp6), pero solamente EhCP2 y EhCP3 son expresadas en la fase de 

trofozoíto. 

 Además de los sitios de unión a membrana, EhCP6 contiene una inserción carboxilo 

terminal. Esta inserción es extraordinariamente rica en cisteínas (18%) y tiene una estructura 

repetitiva con la secuencia C-(X)5-C-(X)2-C-(X)6-C-(X)10-C-(X)3-C-(X)6-C-(X)6-C-(X)2-C-(X)10-C. 

Este repetido tiene una importante similaridad en secuencia a la furina y a la PACE 4A, 

proteínas que pertenecen a la familia de las serinas proteasas dependientes de Ca2+ (pro-

proteína convertasas), las cuales tienen homología a la proteasa subtisilina (bacteria) y kexina 

(levadura) (Van de Ven y col., 1991). Estas enzimas son responsables para la conversión de 

precursores de hormonas, neuropéptidos, y muchas otras proteínas en sus formas 

biológicamente activas (Beinfeld, 1998). 

 EhCP6, EhCP112 y EhCP18 contienen el extremo amino terminal del repetido rico en 

cisteínas, C-(X)5-C-(X)2-C-(X)6-C-(X)2-C-(X)11-C cercano al extremo carboxilo terminal de las 

proteínas (Bruchhaus y col., 2003).   

vi) Los transcritos de los genes Ehcp4, Ehcp6, Ehcp7, Ehcp10, Ehcp11, Ehcp12, 

Ehcp13, Ehcp14, Ehcp15, Ehcp18, Ehcp19 y Ehcp112, de los cuales ya se conoce la 

secuencia nucleotídica y aminoacídica, no fueron detectados por Northern blot en trofozoítos 

en cultivo. Sin embargo, se especula que estas enzimas son importantes para el parásito 

durante la infección del hospedero humano o bien para completar el ciclo de vida. Las enzimas 

pueden ser requeridas para soportar el crecimiento y/o la sobrevivencia de las amibas durante 

la colonización del intestino humano y pueden ser responsables de la digestión del material 

(eritrocitos y bacterias), el cual está ausente del medio de cultivo. Algunas de las moléculas, en 

particular aquellas que se predice que están localizadas en la membrana, pueden jugar un 

papel durante la invasión del parásito y la destrucción del tejido del hospedero (Bruchhaus y 
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col., 1996 y 2003). Otra función en la que pueden estar involucrada es en el proceso de 

enquistamiento y desenquistamiento del parásito, como se ha mostrado para la enzima tipo 

catepsina C en Giardia lamblia (Toux y col., 2002).  

 ANTECEDENTES DIRECTOS.

LA ADHESINA DE 112 kDa DE E. histolytica. 

 La adhesina de 112 kDa se identificó empleando anticuerpos monoclonales inhibidores 

de la adhesión y mutantes deficientes en adhesión (Arroyo y Orozco, 1987). A través de 

estudios de microscopía electrónica e inmunofluorescencia indirecta se observó que la 

adhesina de 112 kDa se localiza en forma uniforme en la superficie de los trofozoítos 

amibianos y en la membrana de algunas vacuolas (García-Rivera y col, 1994). Esta proteína se 

une específicamente a la superficie de eritrocitos humanos, indicando que esta molécula 

participa en la interacción de los trofozoítos con la célula blanco (Rodríguez y col, 1989). 

Además, esta adhesina es muy inmunogénica, ya que es una de las principales proteínas 

reconocidas por sueros de pacientes con absceso hepático amibiano (Arroyo y Orozco, 1987). 

La adhesina de 112 kDa, además de mediar el contacto inicial entre el trofozoíto y los 

receptores de la célula blanco, podría participar en la invasión de los tejidos, puesto que la 

proteína purificada presenta una actividad proteolítica significativa en geles de poliacrilamida 

copolimerizados con gelatina (García-Rivera y col, 1994). Esta proteína es susceptible de sufrir 

una ruptura cuando se somete a un pH extremo o bien, como resultado de una autoproteólisis, 

originando dos fragmentos de aproximadamente 70 y 50 kDa (Rigothier y col, 1992). 

 Ayala (1989) realizó el inmunotamizaje de un banco genómico de E. histolytica con tres 

pasos de purificación: a) anticuerpos contra proteínas de superficie, b) con sueros de pacientes 

con absceso hepático amibiano y c) con anticuerpos policlonales anti-adhesina de 112 kDa. 

Mediante esta estrategia se aisló la clona recombinante λgt112-19, la cual contiene un 
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fragmento de DNA amibiano de 900 pb y cuyo producto de expresión fue reconocido por 

anticuerpos monoclonales dirigidos contra la adhesina de 112 kDa (García-Rivera, 1999). 

Posteriormente, el fragmento de la clona λgt112-19 se utilizó como sonda para el aislamiento 

del gen completo (García-Rivera y col, 1999). 

 
La adhesina de 112 kDa está formada por dos proteínas codificadas por genes 

adyacentes (García-Rivera y col, 1999). El primer gen codifica para una proteína con 

homología a cisteína-proteasas. Adyacente a esta región se localiza un fragmento de 188 pb 

de DNA no codificante y posteriormente se localiza el gen que codifica para un polipéptido de 

78 kDa que contiene el epítopo reconocido por los anticuerpos monoclonales anti-adhesina 

(García-Rivera, 1999) (Fig. 3). 

El primer gen (Ehcp112) de la adhesina de 112 kDa codifica una proteína de 446 

aminoácidos (EhCP112) con un 27-31% de identidad a las cisteína proteasas reportadas para 

E. histolytica (Bruchhaus y col., 1996) (Fig. 3). Los primeros 19 aa forman el péptido señal, en 

la posición que abarca de los aa – 90 al – 70 hay una secuencia ExxxRxxVFxxNxxxIxxxN (x = 

cualquier amino ácido), la cual es importante en el proceso de maduración de la enzima, el sitio 

activo de EhCP112 fue localizado en los residuos 25 a 33, 193 y 212 a 214 (Fig. 4). En las 

posiciones 111 y 182 se encuentran las cisteínas involucradas en el plegamiento propio de las 

cisteína proteasas además, se presenta un presunto segmento transmembranal en los aa  259-

280 y una secuencia RGD en los residuos 114-116 (Fig.4). (García-Rivera y col.,1999). Este 

análisis sugiere que el gen Ehcp112 codifica para un polipéptido con actividad de cisteína 

proteinasa. 

Con el fin de iniciar el estudio de la actividad proteolítica de EhCP112, el gen Ehcp112 

fue expresado en bacterias E. coli (Ocádiz, 1998). En este sistema las bacterias expresaron 
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una proteína de 53 kDa (49 kDa de EhCP112 y 4 kDa del vector). En el presente trabajo se 

inició la caracterización de la actividad enzimática y biológica de la proteína EhCP112.  
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Fig. 3. Genes de la adhesina de 112 kDa de E. histolytica.  El gen de la adhesina de 112 kDa esta 
formado por tres regiones bien definidas, en el extremo 5’ se encuentra un marco de lectura abierto de 
1338 pb (Ehcp112), seguido de un fragmento de 188 pb no codificante y en el extremo 3’ un marco de 
lectura de 2061 pb. Los productos de estos genes presentan motivos definidos como el sitio homólogo a 
cisteína proteasas, secuencias transmembranales, un dominio de adhesión y sitios de N-glicosilación. 
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                                                                      I     
                                                               ExxxRxxVFxxN  
----------MTAIVVAFL-LLVSNQKTQSIAFNLE-----LPVDKLFIQFKTKYNKHYSLT-EEQFRFQIFKNN 
----------MFTFILMFY-----------IGYGID-----------FNTWVANNNKHFTAV-ESLRRRAIFNMN 
----------MFAFICLLA-----------IASAID-----------FNTWASKNNKHFTAI-EKLRRRAIFNMN 
MAMIPSISKLLFVAICLFVYMGLSFGDFSIVGYSQNDLTSTERLIQLFESWMLKHNKIYKNIDEKIYRFEIFKDN 
 
xxxIxxxN 
LKNIKTLNEKRTQPSDAFHDINMYTDLIDEELPISKGMAIPVSSYDNEHFNSKELKKVEKPWNEVPPLPSGDNLP 
ARIVAENNRK-----ETFK------------LSVDG----PFAAMTNEEYNSLLKLKRSGE--EKGEVRY---L- 
AKFVDSFNKI-----GSFK------------LSVDG----PFAAMTNEEYRTLLKSKRTTE--ENGQVKY---L- 
LKYIDETNKK----NNSYW------------LGLN-----VFADMSNDEFKEKYTGSIAGNY-TTTELSYEEVLN 
  +1  
QNYAFCGEYVSKNTDRPKVDLCGEVFSQQNCGGCWAVSLANLAQYLYSNLTYQRYGCIKTPPKFSAQRFLDVTKT 
------NIQAPKAVDWRKKGKVTPIRDQGNCGSCYT--FGSIAA-LEGRLLIEKGGDSET-LDLSEEHMVQCTRE 
------NIQAPESVDWRKEGKVTPIRDQAQCGSCYT--FGSLAA-LEGRLLIEKGGDANT-LDLSEEHMVQCTRD 
DG----DVNIPEYVDWRQKGAVTPVKNQGSCGSCWA--FSAVVT-IEGIIKI-RTGNLN---EYSEQELLDCDRR 
                                         *  ___ 
---KATKRLLWWSSSRRCLIAVKSFSLDADYPFVDGPNKNVCTIRGDQNPNVQIQMAITGYKTFGISKDQNMVLL 
DGNNGCNGGLGSNVYN--YIMENGIAKESDYPY-TGSDS-TCRSDVK-----AF-AKIKSYNRVARNNEVELKAA 
NGNNGCNGGLGSNVYD--YIIEHGVAKESDYPY-TGSDS-TCKTNVK-----SF-AKITGYTKVPRNNEAELKAA 
--SYGCNGGYPWSALQ--LVAQYGIHYRNTYPY-EGVQR-YCRSREK----GPYAAKTDGVRQVQPYNEGALLYS 
                                     * 
LKKLLHHYGPFLVSVKVSGTGFSSYSSGIFSFPSSSICDTSSSSFMTDHEVVLMDGY--RECVEYFIIRNSWASG 
ISQ-----GLVDVSIDASSVQFQLYKSGAYTDTQ---CKNN--YFALNHEVCAV-GYGVVDGKECWIVRNSWGTG 
LSQ-----GLVDVSIDASSAKFQLYKSGAYTDTK---CKNN--YFALNHEVCAV-GYGVVDGKECWIVRNSWGTG 
IAN-----QPVSVVLEAAGKDFQLYRGGIFVGP----CGNK-----VDHAVAAV-GY----GPNYILIKNSWGTG 
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Papaina 

Ehcp112 
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Ehcp112 
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Ehcp2 
Pap

 
                                         ----------------------- 
WGEGDNYIRIKTTNLCGIGWRIGDYVYPLNMIVYANTCKLDKYCSSCNISSNICSSCVSGYYLNSNNKCVKNTAK 
WGE-KGYINMVIEG-------------------------------------NTCGVATDPLYPTGVE-------- 
WGD-KGYINMVIEG-------------------------------------NTCGVATDPLYPTGVQ-------- 
WGE-NGYIRIKRGT--------G-----------------NSY--------GVCGLYTSSFYPVKN--------- 
 
LVKYHSNSTYVQFYNHTI 
---------YL------- 
---------YL------- 
------------------ 

 

aina 
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Ehcp112 
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Fig. 4. Alineamiento de la secuencia de EhCP112 con otras cisteína proteasas. La secuencia de 
aminoácidos de EhCP112 se comparó con las secuencias de otras cisteína proteasas de E. histolytica 
(EhCP1 y EhCP2) y con la papaína por el programa MSA. Los guiones representan espacios entre las 
secuencias para un óptimo alineamiento. La secuencia subrayada indica un posible péptido señal y la 
cabeza de flecha el punto de corte de éste péptido. La secuencia ExxxRxxV/FxxNxxxIxxxN representa 
el motivo ERFNIN presente en la mayoría de los propéptidos de cisteína proteasas. c : indica los 
residuos de cisteína involucrados en los puentes disulfuro de la papaína.   Los aminoácidos que 
conforman el sitio activo de la papaína. El posible sitio +1 de la EhCP112 madura. ( ____ ) sitio RGD. (--
----) posible secuencia transmembranal. 
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JUSTIFICACIÓN 

La adhesina de 112 kDa (ahora llamado complejo EhCPADH) puede tener una doble 

función como adhesina y como proteasa, por lo que es necesario caracterizar la actividad de 

esta proteasa para poder explicar su participación en el mecanismo agresor de este parásito y 

poder, eventualmente, bloquearlo.  
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OBJETIVO GENERAL 

Caracterizar la actividad proteolítica de la proteína EhCP112 y establecer su posible 

participación en la virulencia de Entamoeba histolytica. 

 

 

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Confirmar que EhCP112 es parte de la adhesina de 112 kDa de E. histolytica. 

- Obtener la proteína recombinante EhCP112 con actividad proteolítica. 

- Evaluar la actividad proteolítica de la proteína recombinante EhCP112. 

- Determinar el pH y la temperatura óptimos para la actividad de proteasa de EhCP112. 

- Analizar la actividad de proteasa de EhCP112 sobre algunas proteínas que conforman los      

  tejidos del huésped. 

- Evaluar la capacidad proteolítica de EhCP112 para destruir células MDCK.  
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MATERIAL Y MÉTODOS 

1.- CULTIVO DE TROFOZOÍTOS DE Entamoeba histolytica. 

 Los trofozoítos de la clona A (cepa HM1:IMSS) se cultivaron axénicamente a 37°C en 

medio TYI-S-33 (Diamond y col., 1978). El medio se suplementó con 15% de suero bovino 

(HyClone Laboratories, USA) inactivado por calentamiento a 56°C durante 30 min, 3% de 

mezcla de vitaminas de Diamond (KC Biological, USA), 40 UI de penicilina/ml y 57 μg/ml de 

estreptomicina (Lakeside). Los parásitos en fase logarítmica de crecimiento se recolectaron por 

incubación en baño de hielo durante 5 a 10 min y centrifugación a 400 X g por 7 min. Antes de 

realizar los experimentos la pastilla celular se lavó 3 veces con solución salina amortiguadora 

de fosfatos (PBS) a 4°C para eliminar los restos del medio. 

2.- CULTIVO DE CÉLULAS DE LA LÍNEA MDCK. 

 Las células epiteliales de la línea MDCK  (Madin Darby Cell Kidney, línea celular aislada 

del riñón de perro), se cultivaron en multicámaras de 24 pozos (Linbro/EUA) en medio Eagle 

(1959), suplementado con suero de ternera al 10 % (Gibco) y antibióticos 500 UI/ml de 

penicilina y 0.69 μg/ml de estreptomicina. Las células se incubaron a 37 °C en atmósfera de 

CO2 y aire (5: 95 % v/v) hasta que formaron capas confluentes entre 3 y 5 días después de la 

siembra. 

3.- OBTENCIÓN Y PREPARACIÓN DE ERITROCITOS HUMANOS. 

 Eritrocitos humanos frescos se obtuvieron por punción venosa con una jeringa estéril 

conteniendo 0.5 ml de solución Alsever pH 6.1 (Garvey y col., 1977) compuesta de 0.272 g de 

ácido cítrico (Sigma / EUA), 4 g de citrato de sodio (Merck / México) y agua bidestilada, cbp 

500 ml. Para cada experimento, se obtuvieron 5 ml de sangre que fue transferida suavemente 

a un tubo de centrifuga de 15 ml. Inmediatamente se agregaron 10 ml de solución Alsever, se 
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agitó suavemente el tubo por inversión y se centrifugó durante 10 min a 720 x g a 4 °C. Se 

repitió este lavado en solución Alsever 3 veces y después se ajustaron los eritrocitos a una 

concentración de 1 X 108 células / ml  de PBS. 

4.- DISEÑO DE LOS OLIGONUCLEÓTIDOS INICIADORES (PRIMERS).  

 Para iniciar el estudio de la EhCP112, tres fragmentos del gen Ehcp112 se amplificaron 

por medio de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR): a) el gen completo de 1338 pb 

(preproenzima); b) un fragmento de 1281 pb que no codifica al péptido señal (proenzima); y c) 

un fragmento de 984 pb que codifica la secuencia de la proteasa madura. 

 Como iniciadores en sentido se usaron oligonucleotidos conteniendo las secuencias 

localizadas en: i) posición 1 – 21 (5’-CGC GGA TCC ATG ACA GCG ATT GTT GTC GCT-3’); ii) 

posición 60 – 81 (5’-GCG TTT AAT CTA GAA CTC CCC G-3’); y iii) posición 354 – 374 (5’- 

CCA TGG AAT GAA GTA CCG CCA -3’). Como iniciador en antisentido para las tres 

reacciones usamos la secuencia complementaria de los nucleotidos localizados en las 

posiciones 1314 – 1338 (5’-CCG GAA TTC GAT TGT ATG ATT GTA GAA TTG GAC-3’).  

5.- REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA. 

 Para la amplificación de los fragmentos por PCR se utilizaron, 30 ng de DNA del 

plásmido pG1 (García-Rivera y col., 1999) el cual contiene el gen Ehcp112 de E. histolytica, 

400 ng de cada uno de los oligonucleótidos iniciadores, 40 mM de cada dNTP (dATP, dCTP, 

dTTP y dGTP), solución amortiguadora Termopol (New England, Biolabs), 1 mM de sulfato de 

magnesio MgSO4, y 2 U de la enzima Deep Vent DNA polimerasa en un volumen de reacción 

de 50 μl. La amplificación se llevó a cabo en un termociclador PTC-200 (M. J. Research) 

utilizando el siguiente programa: una desnaturalización inicial a 94°C por 5 min, 30 ciclos de 

desnaturalización a 94°C por 30 s, hibridación a 52°C por 35 s y extensión a 72°C por 50 s, 

seguidos de una extensión adicional a 72°C por 7 min y una etapa final a 4°C por 10 min. 
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6. - ELECTROFORESIS DE DNA EN GELES DE AGAROSA. 

Para la separación de los fragmentos de DNA se utilizaron geles de agarosa al 1 y 2% 

preparados en cámaras EASY-CAST (Owl Scientific, Inc.) en solución de TAE 1X (0.04 M Tris-

acetato, 0.001M EDTA pH 8). El amortiguador usado para el corrimiento electroforético fue la 

misma solución de TAE 1X. Las muestras se mezclaron con 1 μl del buffer de carga (azul de 

bromofenol 0.25%, xilencianol 0.25%, glicerol 30% en agua bidestilada) y se depositaron en los 

pozos. El corrimiento electroforético se llevó a cabo a 100 V durante 45 min aproximadamente. 

Para detectar el DNA, los geles se sumergieron en una solución de bromuro de etidio (0.5 

μg/ml) durante dos minutos, se lavaron con agua destilada y se visualizaron con la ayuda de un 

transiluminador de luz UV (UVP, U.S.A). 

7.- PURIFICACIÓN DE DNA SEPARADO EN GELES DE AGAROSA. 

 La purificación de DNA se realizó utilizando el juego de reactivos “Gene Clean”  basado 

en la afinidad del DNA a perlas de vidrio (glass milk). Los trozos de agarosa que contenían a 

los fragmentos de DNA del tamaño deseado se cortaron del gel y se colocaron en un tubo 

Eppendorf de 1.5 ml, se añadieron 3 volúmenes de NaI 3 M frío para disolver la agarosa y se 

incubaron a 55°C durante 5 a 10 min. Posteriormente, se agregaron 8 μl de perlas de vidrio 

(“glass milk”)  (Bio 101, USA) y se incubaron de 10 min a 12 h a 4°C. Al término de este tiempo, 

las muestras se centrifugaron a 12 000 X g durante 5 min en una microcentrífuga Eppendorf, se 

desecharon los sobrenadantes y el DNA unido a las perlas de vidrio se lavó tres veces con 300 

μl de una solución de lavado New Wash (Bio 101, USA), se centrifugaron y se desecharon los 

sobrenadantes. Finalmente el DNA se eluyó a 55°C durante 10 min en 20 μl de agua 

bidestilada esterilizada. 
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pTrcHis2 / Ehcp112      B 
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  P trc             ATG       MCS      (His)6      term

AmpR lacIq 

5’-TGGATCCGCCATGGAATGAAGTACCGCCATTACCTTCTG-------TACAATCATACAATCGAATTCGAAGC-3’
3’-ACCTAGGCGGTACCTTACTTCATGGCGGTAATGGAAGAC-------ATGTTAGTATGTTAGCTTAAGCTTCG-5’ 

 
 5’-CATGGATCCG 
                                   CCATGGAATGAAGTACCGCCA-3’ 
5’  ACCATGGATCCGCCATGGAATGAAGTACCGCCA----------GTCCAATTCTACAATCATACAATCGAATTCGAAGCTTA 
     TGGTACCTAGGCGGTACCTTACTTCATGGCGGT----------CAGGTTAAGATGTTAGTATGTTAGCTTAAGCTTCGAAT 
                                                                                               3’-CAGGTTAAGATGTTAGTATGTTAG 
                                                                                                                                                                    CTTAAGCTTC-5’ 
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Fig. 5. Construcción de los plásmidos pTrcHis2/Ehcp112. A) Representación esquemática del 
fragmento que contiene al gen Ehcp112 obtenido por amplificación de PCR. Las partes no 
complementarias de los iniciadores de PCR (extremo 5’), codificaron para los sitios de reconocimiento 
de las enzimas de restricción BamHI y EcoRI, representadas en las bandas no continuas. B) Los 
fragmentos del gen Ehcp112 fueron insertados direccionalmente entre los sitios de corte para las 
enzimas de restricción BamHI y EcoRI del sitio de multiclonación del vector pTrcHis2. pTrc: promotor; 
MCS: sitio de multiclonación; (His)6: sitio que codifica para la etiqueta de histidinas; term: sitio de 
terminación; LacIq: represor lacI; Col E: Origen de la replicación; AmpR: ampicilina resistente. 
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8.- RESTRICCIÓN ENZIMÁTICA DE DNA. 

 Para la digestión del DNA plasmídico, éste se incubó con las enzimas de restricción 

BamHI y EcoRI, excepto donde sea señalado, con la solución amortiguadora recomendada por 

el proveedor (Gibco, BRL), durante 2.5 h a 37°C. Finalmente los productos generados fueron 

separados en geles de agarosa como se describió anteriormente. 

9.- CLONACIÓN DE LOS FRAGMENTOS DEL GEN Ehcp112 EN LOS VECTORES DE 

EXPRESIÓN pRSET A y pTrcHis2. 

El DNA de los fragmentos generados por PCR y de los plásmidos pRSET A y pTrcHis2 

se digirieron con las enzimas BamHI y EcoRI, como se mencionó anteriormente. Para clonar el 

inserto en el vector de expresión (Fig. 5), fue necesario conocer la concentración del DNA del 

inserto y del vector ( ng/μl ) en solución. Esto fue determinado por D.O.260nm, o bien por 

fluorescencia del DNA con bromuro de etidio en gel de agarosa. Para calcular la cantidad de 

cada uno de los DNAs en solución utilizados para la reacción de ligación, fue necesario obtener 

la relación molar del vector con el inserto. Los cálculos efectuados se basaron en la siguiente 

formula: 

X ng inserto = (relación) (pb del inserto) (50 ng del vector linealizado) 
                                                    pb del vector  

Por ejemplo, para determinar la cantidad de DNA del inserto en ng que se agregaron a 

50 ng del DNA  del vector, cuando requerimos una relación molar de 3:1, se realizó la siguiente 

operación: 

X ng inserto = (3) (1,338 pb del inserto) (50 ng del vector )    = 68.49 ng 
                          2,930 pb del vector pRSET A 
 
Cuando requerimos de una relación 5:1 (inserto:vector) se realizó lo siguiente: 

X ng inserto = (5) (1,338 pb del inserto) (50 ng del vector)   = 114.16ng 
                       2,930 pb del vector pRSET A 
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Por lo tanto, para la ligación se utilizaron las siguientes cantidades; 

Relación   Inserto          vector 

  3 : 1  =    68.4  ng         50 ng 

  5 : 1  =  114.1 ng          50 ng 

Estas mezclas se incubaron en la solución amortiguadora para la enzima DNA ligasa 

(New England, Biolabs) y T4 DNA ligasa (3 U/μl) en un volumen de reacción de 10 μl, durante 

16 h a  15°C.  

10.- PREPARACIÓN DE BACTERIAS COMPETENTES PARA TRANSFORMACIÓN. 

 A 5 ml de medio LB se le adicionó una colonia bacteriana de E. coli [cepa XL1 blue o 

BL21 (DE3) pLysE], se incubó toda la noche en agitación constante a 250 rpm a 37°C. De este 

cultivo se tomaron 2.5 ml y se agregaron a 250 ml de medio LB, se crecieron de 2 a 4 h con 

agitación constante a 37°C hasta que se obtuvo una D.O.595nm = 0.5, el cultivo entonces se 

centrifugó  a 1,000 X g (Rotor JA-10, BECKMAN J2-HS) durante 5 min a 4°C, se descartó el 

sobrenadante y la pastilla se resuspendió en 100 ml de 0.1 M de MgCl2  frío. Las bacterias se 

centrifugaron nuevamente a 1,000 X g durante 5 min, se descartó el sobrenadante y la pastilla 

se resuspendió en 100 ml de 0.1 M de CaCl2 frío, se colocó en hielo de 20 min a 12 h, se volvió 

a centrifugar a 1,000 X g durante 5 min y se descartó el sobrenadante. Finalmente, la pastilla 

se resuspendió en 10 ml de CaCl2 y 1.75 ml de glicerol estéril, se hicieron alícuotas de 500 μl 

en tubos de microcentrífuga y se almacenaron a –70°C hasta su uso.  

10.1. Genotipos de cepas de la bacteria Escherichia coli. 

BL21(DE3) pLysE: F- ompT hshSB(rB –mB
- gal dcm (DE3) pLysE (CamR) 

 La designación DE3 significa que la cepa contiene la lisógena DE3 que lleva el gen para laג

T7 RNA polimerasa bajo el control del promotor lacUV5. El IPTG es requerido para inducir la 
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expresión de la T7 RNA polimerasa. Esta cepa es E. coli B/r y no contiene la proteasa lon, 

también es deficiente en la proteasa de la membrana externa, Omp T. La carencia de dos 

proteasas claves reduce la degradación de proteínas heterólogas expresadas en las cepas. 

Esta cepa lleva el plásmido pLysE, el cual produce grandes cantidades de la lisozima T7 para 

reducir la expresión basal del gen de interés, además confiere resistencia a cloramfenicol 

(CamR) y contiene el origen p15A para compatibilidad con plásmidos que contienen el origen 

ColE1 o pMB1. Esta cepa es recomendable para la expresión de genes tóxicos. 

DH5α : F- Φ80dlacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF) U169 recA1 hsdR17(rk-, mk+) phoA supE44 ג- thi-1   

             gyrA96 relA1.      

DH5α  es muy usada para la clonación de genes, asegura gran estabilidad al gen inserto, 

debido a la mutación rec A1, incrementa grandemente la producción y la calidad del DNA 

plasmídico, a partir de minipreparaciones, debido a la mutación endA1. Permite la rápida 

diferenciación de colonias recombinantes blancas y azules debido a lacZ∆M15.  

11.- AISLAMIENTO DEL DNA DEL PLÁSMIDO POR CALOR (MINIPREPARACIÓN). 

De un cultivo de toda la noche, de bacterias E. coli con los plásmidos de interés, se 

tomaron 1.5 ml y se centrifugaron durante 20 s a máxima velocidad en una microcentrífuga 

(Eppendorf). La pastilla bacteriana se resuspendió en 300 μl de solución STET (NaCl 0.1 M, 

Tris.HCl 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM pH 8 y Tritón X-100 al 5%) añadiendo 200 μg de lisozima 

(20 μl de una solución de 10 mg/ml). Los tubos se incubaron a temperatura ambiente 10 min y 

se hirvieron a 94°C durante 2 min. Posteriormente, las muestras se centrifugaron durante 30 

min a máxima velocidad. El sobrenadante conteniendo el plásmido se pasó a un tubo nuevo 

con cuidado de no tocar la pastilla, se mezcló con 300 μl de isopropanol frío y se incubó a -

20°C por 30 min. El DNA se recuperó al centrifugar a máxima velocidad durante 5 min, 

posteriormente se eliminó el sobrenadante invirtiendo el tubo rápidamente y se dejó secar 10 
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min a temperatura ambiente. Posteriormente, el DNA se resuspendió en 60 μl de TE (Tris.HCl 

10 mM pH 8 y EDTA , 1mM pH 8) o de agua bidestilada. Finalmente, los plásmidos aislados 

fueron analizados mediante digestión con endonucleasas de restricción como se mencionó 

anteriormente. 

12.- EXPRESIÓN Y PURIFICACIÓN DE LA PROTEÍNA RECOMBINANTE. 
 
12.1. Transformación de Escherichia coli. 

 Para la introducción de los plásmidos a bacterias E. coli, 50 ng de los plásmidos 

pRSETA-Ehcp112 o pTrcHis2–Ehcp112 se mezclaron con 100 μl de bacterias E. coli  

competentes [cepas XL1 Blue o BL21 (DE3) Lys E], se incubaron en hielo por 30 min, se aplicó 

un choque térmico a 42°C por 90 s y después se incubaron en hielo 5 min. Al término de éste 

tiempo se adicionaron 600 μl de medio LB y se incubaron en agitación 1 h a 37°C. Finalmente, 

200 μl del cultivo se espatularon en cajas LB con ampicilina (100 μg/ml) y se incubaron a 37°C 

por 18 h. 

12.2. Inducción de la expresión de la proteína recombinante. 

 Una colonia de bacterias transformadas se creció en 2 ml de medio LB con ampicilina 

(100 μg/ml) y cloramfenicol (37μg/ml) hasta que apareció turbidez (~ 3 h), entonces se tomó 1 

ml del cultivo, se agregaron 20 ml de medio LB-ampicilina-cloramfenicol y se continuó el 

crecimiento hasta que el cultivo alcanzó una D.O. 595nm = 0.4. En este punto se tomó una 

muestra de bacterias (control sin inducir) y al resto se le agregó 1 mM de IPTG y se incubó por 

3 h más. Finalmente, las células se cosecharon y la expresión de la proteína recombinante se 

analizó por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS teñidos con azul de Coomassie. 

12.3. Extracción de proteína. 

 Alícuotas de 1.5 ml de los cultivos bacterianos se centrifugaron a 12 000 x g en una 

microcentrífuga durante 1 min, el sobrenadante se desechó y la pastilla bacteriana se 
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resuspendió en 200 μl de solución de muestra 1 X (Tris. HCl 125 mM, SDS 2% y glicerol 20% 

pH 6.8), se mezcló con vortex durante 1 min y se incubó durante 10 min a temperatura 

ambiente, finalmente las muestras se almacenaron a – 20°C. 

12.4.- Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS. 

La separación de proteínas por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS se realizó de la 

siguiente manera: El gel separador se preparó con acrilamida al 10%, Bis-acrilamida 0.9%, 

Tris-HCl 0.375 M pH 8.8 y SDS al 0.1%. El gel polimerizó al agregar 0.05% de persulfato de 

amonio (PAS) y 0.003 % de TEMED. El gel concentrador se preparó con acrilamida al 4%, Bis-

acrilamida 0.36%, Tris-HCl 0.125 M pH 6.8, SDS al 0.1%, persulfato de amonio 0.05% y 

TEMED 0.005%. Como amortiguador de corrida se usó una solución Tris 0.25 M, Glicina 1.92 

M, 0.1% de SDS y la electroforesis de 30 μg de proteína se llevó a cabo manteniendo un 

voltaje constante de 110 V (25 miliamperios) durante 1 h y 20 min.  

12.5.- Tinción de geles de poliacrilamida. 

 Después de la separación  de las proteínas en el gel de poliacrilamida, éste se desmontó 

tanto de las cámaras como de los vidrios y se tiñó durante 30 min en agitación, con una 

solución de azul de Coomassie R-250 (Bio-Rad / EUA) al 0.05 % en etanol (Merck / México) al 

50 % y ácido acético al 10 % a temperatura ambiente. Para desteñir el gel, éste se incubó con 

agitación en una solución de etanol al 5 % y ácido acético al 7 %, hasta que las bandas de las 

proteínas aparecieron azules sobre un fondo transparente. En este momento, el gel se 

transfirió a un recipiente que contenía agua destilada y se fotografió. 

12.6. Purificación de la proteína rEhCP112 por cromatografía de afinidad, condiciones 

desnaturalizantes. 

 Una vez comprobada la inducción de la proteína recombinante, 40 ml de las bacterias 

inducidas se cosecharon a 12 000 x g por 20 min, la pastilla se resuspendió en 8 ml del 
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amortiguador de lisis (Guanidina HCl 6M, 20 mM NaPO4, 500 mM NaCl, pH 7.8), las células se 

agitaron en el vortex, durante 20 min. Entonces, el lisado celular se sonicó en hielo con pulsos 

de 30 s en alta intensidad y se centrifugó a 3 000 x g por 15 min para empastillar los desechos 

celulares. Para purificar la proteína recombinante, 8 ml del lisado celular se agregaron a 1 ml 

de la columna de niquel, previamente equilibrada con el amortiguador de unión (Urea 8 M, 20 

mM NaPO4, 500 mM NaCl, pH 7.8). La mezcla se incubó en agitación por 15 – 30 min a Tº 

ambiente para mantener suspendida la resina en la solución de lisado. Después, la mezcla se 

transfirió a una columna y se permitió que la resina se precipitara con suavidad, y el lisado 

saliera, el cual se colectó en un tubo cónico de 15 ml. Posteriormente,  la columna se lavó con 

4 ml del amortiguador de unión. Entonces, la columna se lavó con 4 ml del amortiguador de 

lavado desnaturalizante pH 6 (Urea 8 M, 20 mM NaPO4, 500 mM NaCl, pH 6.0) y con 6 ml del 

amortiguador de lavado desnaturalizante pH 5.3 (Urea 8 M, 20 mM NaPO4, 500 mM NaCl, pH 

5.3). Por último, para eluir la proteína de la columna, se agregaron 4 ml del amortiguador de 

elución pH 4 (Urea 8 M, 20 mM NaPO4, 500 mM NaCl, pH 4). La proteína se colectó en tubos 

eppendorf de 1.5 ml. Las muestras que contuvieron la proteína purificada se reunieron y se 

dializaron contra Tris 10 mM pH 8, 0.1 % de tritón X-100 toda la noche a 4 ºC para remover la 

urea. Los tubos se guardaron a – 70 ºC hasta su uso.   

12.7. Purificación de la proteína rEhCP112 por electroelución. 

 Los extractos bacterianos con la proteína recombinante inducida se corrieron en geles 

preparativos de PAGE–SDS al 10 %, el gel se tiñó con azul de Coomassie, la banda de la 

proteína rEhCP112 se identificó y se cortó de los geles preparativos, posteriormente la proteína 

se eluyó por 3 h en una cámara de electroelución (Bio-Rad). La pureza y la integridad de la 

proteína se analizó por electroforesis PAGE-SDS y ensayos de Western blot. 
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13.-  INMUNIZACIÓN Y ELISA. 

 Para obtener anticuerpos contra la proteína EhCP112, que nos sirvieran en la 

inmunodetección y localización subcelular de la proteína nativa, se procedió a inmunizar un 

conejo (cepa New Zealand) de aproximadamente 2 meses de edad, el cual fue retado 4 veces 

con 100 μg de la proteína recombinante (rEhCP112), primero con adyuvante completo de Freund 

y los posteriores retos con adyuvante incompleto de Freund (retos espaciados cada 15 días). 

Después de 7 días de la última inmunización, se extrajo la sangre del conejo y con el suero 

obtenido se realizaron ensayos tipo ELISA para determinar el título de los anticuerpos contra la 

proteína recombinante (AbEhCP112). Para los ensayos de ELISA, 60 pozos de placas de 

microtitulación se cubrieron con la proteína recombinante EhCP112 (1μg/pozo), las dos columnas 

flanqueantes (12 pozos) se cubrieron con proteínas totales (1μg/pozo) de E. histolytica. 

Posteriormente, el antígeno se retiró y se lavó con PBS-Tween 0.5 % durante 5 min. Las regiones 

de los pozos que no fueron recubiertos por las proteínas, se bloquearon con 50 μl de BSA al 2 % 

e incubación por 1 h a 37 ºC. Después, se lavó durante 5 min con PBS-Tween 0.05% y las dos 

primeras filas fueron expuestas al suero preinmune, las siguientes dos filas se expusieron al 

suero inmune αEhCP112 y las dos últimas filas se expusieron al anticuerpo monoclonal (Mab 5), 

incubándose durante 2 h a 37 ºC. Entonces, se lavó con PBS-Tween 5 min y se incubó 2 h a 37 

°C con el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa (1:2 000). Como controles se usaron 

anticuerpos anti-actina y muestras expuestas únicamente al segundo anticuerpo. La 

determinación del título de los anticuerpos, así como la especificidad de los mismos se efectúo 

mediante el revelado con O-fenilendiamina y lectura de la absorbancia a 490 nm en un lector de 

ELISA (ICN, MS2). 

 

 

   



 93

14.- INMUNOTRANSFERENCIA (WESTERN BLOT). 

 Para el ensayo de Western Blot, las proteínas se separaron mediante PAGE-SDS, 

después el gel se equilibró con el amortiguador de transferencia durante 5-10 min a 

temperatura ambiente. Por otra parte, así también se equilibró un papel de nitrocelulosa del 

tamaño del gel a transferir. Para la transferencia se utilizó el sistema miniprotean 2 (Bio-Rad). 

Primeramente se formó un sandwich sujeto por un folder de plástico con la parte oscura hacia 

abajo, con los siguientes elementos: una fibra Scotch, luego un papel filtro previamente 

equilibrado en el buffer de transferencia, sobre el cual se colocó el gel y luego el papel de 

nitrocelulosa. A continuación se agregaron 2 papeles filtro, otra fibra Scotch y el folder se cerró, 

la parte oscura se colocó hacia el polo negativo y el papel de nitrocelulosa quedó orientado al 

polo positivo. Las proteínas del gel se transfirieron al papel de nitrocelulosa a 150 V (400 mA) 

durante 30-45 min (o bien toda la noche a 30 mA) utilizando un refrigerante o un baño de hielo. 

La membrana se tiñó con rojo de Ponceau por dos minutos para visualizar las proteínas 

transferidas, después se destiñó y se bloqueó con PBS-Tween + leche descremada al 2% 

durante 1 h a 37 °C o bien toda la noche a 4 °C durante toda la noche. Posteriormente, el filtro 

se lavó con PBS-Tween al 0.05 % (PBS-T), se incubó con el anticuerpo primario (ej. 1:1500) en 

PBSTween + leche descremada al 1% durante 1-2 h a temperatura ambiente o bien toda la 

noche a 4 °C. Entonces el papel se lavó 3 veces durante 5 min con PBS-Tween y se incubó 

con el segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa (ej. 1:2000) PBS-Tween + leche descremada 

al 1% a 37 °C durante 1 h o a temperatura ambiente, durante 2 h. El filtro se lavó 2 veces 

durante 5 min con PBS 20 mM, 2 veces durante 5 min con PBS 50 mM y se reveló utilizando 4-

Cl-1-naftol y H2O2 por 10 min.  
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15.- MICROSCOPÍA DE INMUNOFLUORESCENCIA Y CONFOCAL. 

 Para realizar la inmunolocalización de la proteína EhCP112 nativa en el ambiente celular 

amibiano, trofozoitos de E. histolytica fueron crecidos toda la noche sobre cubreobjetos 

estériles, luego fueron fijados con 4 % (v/v) de paraformaldehido a 37 ºC por 1h, 

permeabilizados con 0.5% (v/v) de tritón X-100 1 min a temperatura ambiente, bloqueados con 

1% (w/v) de BSA por 20 min a temperatura ambiente y lavados dos veces con tritón X-100 al 

0.2 % en PBS (PBS-Tritón). A continuación, los trofozoítos fueron incubados con los 

anticuerpos policlonales AbEhCP112 a una dilución de 1:1000 durante toda la noche a 4 ºC. 

Los trofozoítos fueron lavados dos veces con PBS-Tritón e incubados con los anticuerpos 

secundarios (policlonal de chivo anticonejo) acoplados a fluoresceína (Sigma; 1:1000) por 1 h a 

37 ºC. Al final las células fueron contrateñidas con 0.5 mg/ml de ioduro de propidio por 5 min a 

temperatura ambiente y examinadas con un microscopio Nikon acoplado a un sistema de 

escaneo láser confocal MRC1024 (Bio-Rad). Las observaciones fueron efectuadas en 15 

planos desde el fondo a la parte superior de cada muestra, y la distancia entre los planos de 

escaneo fue de 0.5 μm. 

 Para la colocalización de EhCP112 y de EhADH112, los trofozoítos fueron tratados 

como se mencionó anteriormente, después fueron incubados con el anticuerpo policlonal 

AbEhCP112 a una dilución de 1:1000 durante toda la noche a 4 ºC, y con un anticuerpo 

secundario acoplado a rodamina (1: 60) por 1 h a 37 ºC. Entonces, las muestras se incubaron 

con un anticuerpo policlonal dirigido contra el péptido que contiene el dominio de adhesión del 

complejo de 112 kDa  (AbEhAdh112) (Martínez-López, 2004) a una dilución de 1: 400 y por 

último con una dilución de 1:200 del anticuerpo secundario acoplado a fluoresceína por 1 h a 

37 ºC. Finalmente, las células se examinaron con un microscopio Nikon acoplado a un sistema 

de escaneo láser confocal MRC1024 (Bio-Rad), como se mencionó anteriormente. 
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16.- PROCESAMIENTO Y ACTIVACION DE LA PRE-PROENZIMA EhCP112. 

Alícuotas de 1.5 ml de los cultivos bacterianos inducidos se centrifugaron a 12 000 x g en una 

microcentrífuga durante 1 min, el sobrenadante se desechó y la pastilla bacteriana se 

resuspendió en 500 μl de una solución de acetato de sodio 50 mM a pH 3.5, se les agregó 

pepsina 40 μg/ml y se incubó durante 2 h a 37 °C.  

17.- ELECTROFORESIS EN GELES DE SUSTRATO, POLIACRILAMIDA–SDS CON   

      GELATINA. 

 La actividad de rEhCP112 fue analizada en geles de poliacrilamida copolimerizados con 

gelatina (0.2%) (Rigothier y col., 1992). Después de la electroforesis, los geles fueron 

incubados en Tritón X-100 al 2.5% por 1 h a temperatura ambiente. La enzima fue activada por 

incubación en Tris-HCl 0.1 M pH 6.8, CaCl2 10 mM y 2-mercaptoetanol al 0.02% (amortiguador 

de activación) por 12-16 h a 37°C (Keene y col., 1986). Los geles fueron teñidos con azul de 

Coomassie R-250 al 0.25% y las bandas claras indicaron actividad proteolítica. La actividad de 

la rEhCP112 fue también determinada en geles de poliacrilamida copolimerizados con 

colágeno tipo I al 0.1%, fibronectina al 0.1%, hemoglobina al 0.2% y revelados como se 

menciona arriba.  

 Para analizar el efecto de la temperatura y el pH en la actividad de la proteasa, 

secciones de 1 X 2 cm  de los geles de poliacrilamida fueron incubados 1 h a temperatura 

ambiente con 1 μg de rEhCP112 purificada. Entonces, los fragmentos del gel fueron incubados 

de 12-16 h en el amortiguador de activación (pH 6.8) a 4, 25, 30, 37 or 42 °C, o a pHs de 3 a 9 

(37 °C). Los fragmentos fueron teñidos en azul de Coomassie al 0.05% disuelto en metanol al 

5% y ácido acético 10%, durante 20 min a 2 h y se destiñó con una solución de metanol 5% y 

ácido acético 7% hasta visualizar bandas claras de degradación sobre un fondo oscuro. Las 
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imágenes fueron registradas y la actividad de proteasa fue cuantificada por densitrometría de 

imagenes.    

18.- EFECTO CITOTÓXICO DE LOS EXTRACTOS AMIBIANOS. 

 El efecto citotóxico de los extractos amibianos, o de la proteína recombinante, sobre la 

monocapa de la línea celular MDCK fue determinada de acuerdo a la técnica descrita por 

Lushbaugh y col. (1978), Bos (1980) y Mattern y col. (1980). Extractos de amibas equivalentes 

a 1 X 106 trofozoítos o bien la proteína rEhCP112 purificada a diferentes concentraciones, de 

1.5 a 4.5 μg/ml de solución, se les agregó 2-mercaptoetanol (Merk-México) a una 

concentración final de 0.02% y 0.5 ml de los extractos amibianos se vertió a las monocapas de 

células MDCK cultivadas en multicámaras Linbro, las cuales previamente habían sido lavadas 

tres veces con solución salina isotónica. Las monocapas con los extractos se incubaron a 37 

°C durante 2 h o el tiempo necesario para que los trofozoítos de la clona A destruyeran las 

monocapas. Para medir cuantitativamente la destrucción de la monocapa, se utilizó la técnica 

descrita por Orozco y col., (1978) y Bracha y Mirelman (1984). Después de lavar la multicámara 

3 veces con PBS, las monocapas se fijaron con glutaraldehído al 2.5 % en PBS durante 30 min 

a 37 °C (0.5 ml/pozo). Transcurrido este tiempo las preparaciones se lavaron 3 veces con 

solución salina fría y se incubaron durante 10 min con 160 μl de solución de azul de metileno al 

1% en amortiguador de boratos 0.01 M, pH 8.7 (BB) (100 ml de ácido bórico 0.2 M y 150 ml de 

tetraborato de sodio 0.05M). Posteriormente, se lavaron 3 veces con 1 ml de BB y el colorante 

absorbido por las monocapas se extrajo con 1 ml de HCl 0.01N, durante 30 min a 37 °C. Por 

último, 100 μl de la muestra anterior se diluyeron en 900 μl de HCl 0.01N y la muestra se leyó a 

660 nm en el espectrofotómetro (Beckman DU-7). Los valores registrados para monocapas 

celulares que no estuvieron en contacto con los extractos de trofozoítos se tomó como el 0 % 
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de destrucción de la monocapa y se tomó como el 100 % de la destrucción de la monocapa el 

valor registrado para las células  que estuvieron en contacto con los extractos de la clona A. 

19. UNIÓN DE rEhCP112 A ERITROCITOS (ENSAYOS DE LIGANDO). 

 Las proteínas rEhCP112 y rEhRaB (40 μg), usada como control interno, fueron 

incubadas por 30 min a 4 ºC con 1 X 105 eritrocitos fijados con paraformaldehido en presencia 

de BSA al 1 %. Como control se utilizaron eritrocitos incubados solamente con BSA al 1 %. Las 

muestras se lavaron  exhaustivamente con PBS (pH 6.8), y entonces, se incubaron durante 1 h 

a 37 ºC con anti-EhCPADH Mab. Después, las células se incubaron con un anticuerpo 

secundario fluoresceinado durante 1 h a 37ºC y lavadas con PBS. Finalmente, las muestras 

fueron analizadas con un microscopio Nikon Diaphot 200 acoplado a un sistema de escaneo 

confocal con láser MRC 1024 (Bio-Rad), como se describió anteriormente. 
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RESULTADOS 

AMPLIFICACIÓN DE LOS FRAGMENTOS DEL GEN Ehcp112. 

Para estudiar la actividad de la proteína EhCP112 independientemente del complejo 

EhCPADH, el gen Ehcp112 se expresó en bacterias E. coli. Dado que la proteasa EhCP112 se 

sintetiza como una preproenzima y que la bacteria no posee la maquinaria para el 

procesamiento de esta proteína, en este trabajo iniciamos el estudio de EhCP112 haciendo 

construcciones diferentes. Una donde se colocó el gen completo (preproenzima) (construcción 

I), otra con una construcción que carece de la secuencia codificante del péptido señal 

(proenzima) (contrucción II) y otra donde no se incorporaron ni la secuencia codificante del 

péptido señal, ni la de la región que sintetiza el propéptido de la enzima (enzima madura) 

(construcción III). La amplificación de la región codificante para la proteína EhCP112 se realizó 

por medio de la reacción en cadena de la DNA polimerasa (PCR). Para hacer estas 

construcciones se diseñaron oligonucleótidos iniciadores para amplificar los tres fragmentos 

diferentes y como DNA molde se usó el plásmido G1, el cual proviene de un banco genómico 

de E. histolytica y contiene el gen Ehcp112 completo (García-Rivera y col., 1999).  

 Los oligonucleótidos iniciadores se diseñaron tomando en cuenta un mínimo de veinte 

nucleótidos correspondientes al inicio (sentido), y al final (antisentido) de cada región. Los 

oligonucleotidos iniciadores incluyeron los sitios de reconocimiento para el corte con las 

enzimas de restricción BamHI y EcoRI para facilitar la clonación de los fragmentos 

amplificados. Después de realizar la reacción de amplificación, los productos fueron analizados 

en geles de agarosa. Los fragmentos obtenidos presentaron los tamaños esperados de 1338 

pb para el gen completo, 1281 pb para el fragmento que codifica para la proenzima y 984 pb 

para el fragmento que codifica la enzima madura (Fig. 6). 

 

   



 99

 

 

 

                               

 
  

                         

                                          PREPROENZIMA                       

 

   

   

                                                 PROENZIMA 

 

   

 

 

                                             ENZIMA MADURA 

 

 

Fig. 6. Amplificación de tres fragmentos del gen Ehcp112 por medio de PCR.  
Para obtener cada uno de los fragmentos del gen Ehcp112, se diseñaron los oligonucleótidos 
iniciadores (primers), la amplificación se realizó por medio de la reacción en cadena de la DNA 
polimerasa (PCR). A: Para ello se diseñaron oligonucleótidos iniciadores para amplificar tres 
fragmentos: I) el gen completo de 1338 pb (preproenzima); II) un fragmento de 1281 pb que no codifica 
el péptido señal (proenzima); y III) un fragmento de 984 pb que codifica la secuencia de la proteasa 
madura. B: Geles de agarosa al 1% muestran la amplificación de cada fragmento, con el tamaño 
esperado, mencionado en A. Carril 1, Marcadores de tamaño molecular (VI, Boehringer). Carril 2, 
reacciones de amplificación. 
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CLONACIÓN EN LOS VECTORES DE EXPRESIÓN pRSET A y pTrcHis2. 

 Para la expresión de los diferentes fragmentos de la EhCP112 en la bacteria E.coli se 

utilizaron dos vectores, pRSET-A y pTrcHis2, los cuales contienen una etiqueta de 6 histidinas 

para la purificación de las proteínas recombinantes. El vector pRSET contiene la etiqueta en el 

extremo amino de las proteínas recombinantes y se escogió este vector ya que en nuestro 

laboratorio ha sido utilizado con éxito para la expresión de varios genes amibianos. Sin 

embargo, existía la posibilidad de que las construcciones I y II pudieran tener actividad de 

autoprocesamiento en el extremo amino, lo que ocasionaría la separación de la etiqueta de 

histidinas junto con el propéptido de la proteasa, dificultando así la purificación de las proteínas 

recombinantes. Por esta razón también se utilizó la clonación en el vector pTrcHis2, ya que la 

etiqueta de histidinas se localiza en el extremo carboxilo de las proteínas recombinantes, de 

esta manera aunque haya autoactivación de la proteasa, la enzima madura quedaría unida a la 

etiqueta de histidinas.  

Para la clonación de los insertos en los vectores pRSET-A y pTrcHis2, el DNA 

amplificado y el vector se digirieron con las enzimas BamHI y EcoRI y se procedió a realizar la 

ligación. Posteriormente, con los productos de la reacción de ligación se transformaron 

bacterias de E. coli XL1 blue, y DH5α obteniéndose varias colonias de bacterias a las cuales 

se les aisló el DNA  plasmídico para analizarlo con las enzimas de restricción EcoRI y BamHI, y 

así verificar la inserción de los fragmentos del gen Ehcp112 en los vectores.  

 Al analizar por electroforesis los productos de digestión de cada una de las 

construcciones obtenidas, se observó la banda correspondiente al DNA de los vectores de 

expresión y los fragmentos liberados que corresponden, en cada caso, al tamaño esperado: a) 

un fragmento de 1338 pb (preproenzima); b) un fragmento de 1281 pb (proenzima); y c) un 

fragmento de 984 pb que codifica la secuencia de la proteasa madura (Fig. 7). 
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Fig. 7. CLONACIÓN DE FRAGMENTOS DEL GEN Ehcp112 EN VECTORES DE EXPRESIÓN pRSET 
y pTrcHis2. Los productos obtenidos de la PCR fueron digeridos con las enzimas BamHI y EcoRI, y 
ligadas a los vectores pRSET y pTrcHis2. Las mezclas de ligación fueron introducidas en bacterias E. 
coli y de las colonias obtenidas se aisló el DNA plasmídico. Cada una de las construcciones obtenidas 
se cortó con las enzimas de restricción EcoRI y BamHI y los productos se separaron por electroforesis 
en geles de agarosa al 1%. A. Carril 1, Marcador de tamaño molecular DNA de λ / Hind III. Carril 2, 
Construcción I (pRSETA-preproenzima). B. Carril 1, marcador VI; Carril 2, DNA de la Construcción II 
(pRSET-proenzima); Carril 3, DNA de la construcción III (pRSET-enzima); Carril 4, DNA de la 
construcción II his (pTrcHis2-proenzima); Carril 5, DNA de la construcción III his (pTrcHis2-enzima); 
Carril 6, Marcador de tamaño molecular DNA de λ / Hind III.  
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Para verificar si las proteínas recombinantes, en cada una de las construcciones, estaban en el 

mismo marco de lectura de los péptidos líderes de los vectores (5’) y con la etiqueta de 

histidinas (3’), los plásmidos recombinantes se secuenciaron. La secuencia de la construcción I 

se mostró en un trabajo previo (Ocádiz, 1998). La secuencia de las construcciónes II 

(proenzima) y III (enzima madura), en donde se utilizó el vector de expresión pRSET-A, se 

muestran en la figura 8a. En ambos casos la secuencia de nucleótidos indicó que cada uno de 

los fragmentos clonados estaban en marco de lectura con el péptido líder del vector.  

A partir de las secuencias de las construcciones II his (proenzima) y III his (enzima madura) en 

el vector pTrcHis2, se dedujo que cada una de ellas estaban en marco de lectura con el péptido 

líder del vector (5’), y con el fragmento que codifica la etiqueta de histidinas en el extremo 3’. La 

traducción de las secuencias mostraron que en la fusión vector-inserto de ambos extremos, 

existe unión del peptido del vector con los polipéptidos codificados por los diferentes 

fragmentos del gen Ehcp112 (Fig. 8b). Así, las proteínas de fusión contienen un péptido líder, 

el péptido de EhCP112 y un péptido en su extremo carboxilo que contiene la etiqueta de 6 

histidinas para su purificación.  

Con las construcciones realizadas se transformaron bacterias E. coli cepa BL21 (DE3)  y Lys E, 

para inducir la expresión de las proteínas recombinantes. Para monitorear la cinética de 

inducción se agregó IPTG 1 mM y cada 20 min se tomó una alícuota de 1.5 ml del cultivo 

bacteriano para procesarla y obtener las proteínas de la bacteria, las cuales se separaron por 

electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 10%. 

 

 

 

   



 103

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A                             CONSTRUCCIÓN II             VECTOR                                                                                                                            Ehcp112 

B                            CONSTRUCCIÓN III 
                            VECTOR                                                                                                                          Ehcp112 
 

C 

ACAGCAAATGGGTCGGGATCTGTACGACGATGACGATAAGGATCGATGGGGATCCGAGCTCGAGATCTGC 

GCAAATGGGTCGGGATCTGTACGACGATGACGATAAGGATCGATGGATCCGACCTCGAGATCTGCAGCTG 

Fig. 8a. Secuencias alrededor del sitio de clonación en las construcciones II (pRSET-proenzima) 
y III (pRSET-enzima) en el vector pRSET. Para verificar si las proteínas recombinantes estaban en 
marco de lectura con el péptido líder del vector (5’) se secuenciaron dichos sitios. A. Electroferogramas 
de la construcción II. B.Electroferogramas de la construcción III. C. Esquema del vector de expresión 
pRSET. ATG… secuencia del gene Ehcp112. 
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        T     M     N     P      P     W    N      E     V     P      P    L     P     S               Y     N     H      T     I      E    F     E     A    Y     V     G     Q 
5’  ACCATGGATCCGCCATGGAATGAAGTACCGCCATTACCTTCTG-------TACAATCATACAATCGAATTCGAAGCTTACGTAGAACAA  3’ 

      T     M     N     P      A     F    N      L     E     L     P     V     D           Y     N     H     T      I      E     F     E     A    Y     V     G     Q 
5’  CCATGGATCCGGCGTTTAATCTAGAACTCCCCGTAGA------TACAATCATACAATCGAATTCGAAGCTTACGTAGAACAA  3’ 

A                          CONSTRUCCIÓN II  HIS   
                                                                                                                  
VECTOR                                                                               Ehcp112                                                                                   VECTOR 

A                          CONSTRUCCIÓN III  HIS   
                                                                                                                  
VECTOR                                                                                  Ehcp112                                                                                   VECTOR 

Fig. 8b. Secuencias del sitio de clonación en las construcciones II his (pTrcHis2-proenzima) y III 
his (pTrcHis2-enzima). Para verificar si las proteínas recombinantes estaban en marco de lectura con 
el péptido líder del vector (5’) y con la etiqueta de histidinas (3’) se secuenciaron dichos sitios. A. 
Electroferogramas de la construcción II his (pTrcHis2-proenzima). B.Electroferogramas de la 
construcción III his (pTrcHis2-enzima), encima de cada secuencia se muestra la secuencia de 
aminoácidos mostrando continuidad en los marcos de lectura. C. Esquema del vector de expresión 
pTrcHis2.  
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 En bacterias transformadas con la construcción I (preproenzima) en el vector pRSET-A 

se observó la inducción de una proteína de aproximadamente 53 kDa que coincide con el peso 

molecular esperado de acuerdo a la suma de los pesos del péptido líder (4 kDa) y la 

preproenzima (49 kDa) (fig. 9). La proteína recombinante se expresó a partir de los 20 min de 

inducción, aumentando su expresión hasta los 80 min (Fig. 9A) en donde permanece constante 

la cantidad de proteína. Esta proteína fue purificada utilizando columnas de Ni 2+ (Fig 9B), 

confirmando que se trata de la proteína recombinante. La inducción de la expresión de las 

construcciones II (proenzima) y III (enzima madura), en ambos vectores se realizó en bacterias 

E. coli cepa BL21 (DE3) Lys E, ya que esta cepa permite expresar proteínas altamente tóxicas. 

INDUCCIÓN DE LA EXPRESIÓN DE LAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES EN E. coli. 

Estas proteínas se trataron de inducir en otras cepas bacterianas, pero no se obtuvo proteína 

recombinante (datos no mostrados), probablemente debido a la toxicidad de la enzima 

expresada. La única construcción que nos permitió expresar una proteína recombinante fue la 

construcción II his (pTrcHis2-proenzima). La proteína expresada fue de 52 kDa (46.9 kDa de la 

CP más 4.8 kDa péptido líder del vector) que fue el peso esperado (Fig. 10). Las demás 

construcciones no mostraron inducción tal vez por la toxicidad de las proteínas recombinantes, 

por lo que las construcciones I (pRSET-preproenzima) y II his (pTrchis2-proenzima) fueron las 

utilizadas durante este trabajo en la expresión, purificación y caracterización de la proteína 

EhCP112. 

 

 

 

 

   



 106

 

 

 

97 

68 

43 

29 

18 

kDa      2       3      4       5      6 

A B

97 

68 

43 

29 

18 

kDa 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                             IPTG         -        +      +     +      +     
  
                            t  (min)       0     20    40   60    80 
 
 
 
 
 
 
Fig. 9. Cinética de expresión y purificación de la preproenzíma. 
A) En un gel de poliacrilamida-SDS se separaron los extractos bacterianos, conteniendo la construcción 
I, obtenidos durante la cinética de inducción con IPTG en los tiempos señalados en la parte inferior. 
Carril 1: Marcadores de peso molecular. Carriles 2-6: Extractos bacterianos obtenidos durante la 
cinética. (+) presencia, (-) ausencia. La flecha indica la proteína recombinante. B) EhCP112 purificada 
mediante columna de afinidad. 
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Fig. 10. Inducción y expresión de la proenzima. La construcción II his (pTrcHis2-proenzima) fue 
utilizada para transformar bacterias BL21 (DE3) Lys E. Los extractos de las bacterias inducidas con 
IPTG se analizaron en geles de poliacrilamida-SDS teñidos con azul de Coomassie. Carril 1: 
Marcadores de peso molecular. Carril 2: Extractos bacterianos sin inducir; y Carril 3: Extractos 
bacterianos inducidos. La flecha indica la proteína recombinante.  
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PURIFICACIÓN DE LA PROTEÍNA RECOMBINANTE (rEhCP112). 

 Después de ver la inducción de la proteína recombinante (pTrcHis2-proenzima), esta se 

purificó mediante columnas de afinidad a níquel (Ni+2-NTA-agarosa, Qiagen). La purificación se 

realizó en condiciones desnaturalizantes, ya que la proteína recombinante se detectó en 

cuerpos de inclusión (datos no mostrados).  

 Para detectar a la proteína recombinante (rEhCP112) durante el proceso de purificación, 

se realizó un análisis por SDS-PAGE en muestras de cada paso (Fig. 11). Cada una de las 

muestras se corrieron, en dos geles iguales, en una corrida electroforética (SDS-PAGE) 

efectuada después de la purificación, en donde uno de los geles después de la corrida se tiñó 

con azul de Coomassie (Fig. 11A), mientras que el otro sirvió para realizar un Western blot el 

cual se reveló con un anticuerpo antietiqueta de histidinas (Qiagen). En estos experimentos se 

detectaron dos bandas, una de 52 kDa y otra de 40 kDa en la solución de elución a pH 4 (Fig. 

11), la presencia de dichas bandas posiblemente se debe a que la enzima fue clonada con el 

propéptido que pudiera desprenderse en la presencia de pHs bajos utilizados durante la 

purificación. Durante todo el proceso de purificación se pueden observar varias proteínas de 

diferentes pesos, las cuales no se adhirieron, o se fueron desprendiendo de la columna durante 

los lavados con amortiguadores con pHs cada vez menores (Fig. 11, Carriles 2- 8). Las 

proteínas que son eluídas con un amortiguador a pH 4, al final del proceso de purificación, son 

las únicas que son reconocidas por el anticuerpo anti-etiqueta de histidinas y que se observan 

en el Western blot (Fig 11B, Carril 10). La proteína reconocida por el anticuerpo antietiqueta de 

histidinas fue colectada y dializada para posteriormente ser utilizada en la caracterización 

bioquímica de la proteína EhCP112. 
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Fig. 11. Purificación de la proteína EhCP112. Después de inducir la expresión de la proteína 
recombinante (rEhCP112), a partir de la construcción II his (pTrcHis2-proenzima) en bacterias E. coli, 
fue purificada por un método desnaturalizante con la ayuda de una columna de afinidad. Cada paso del 
proceso de purificación fue analizado en geles de poliacrilamida-SDS. A. PAGE-SDS, gel teñido con 
azul de Coomassie; Carril 1, Marcadores de peso molecular; Carril 2, Solución de lisis pH 7.8; Carriles 
3-5, Solución de lavado pH 6;Carriles 6-8, Solución de lavado pH 5.3; Carriles 9 y 10, Solución de 
elución pH 4. B. Western Blot de A, utilizando un anticuerpo anti-etiqueta de histidinas. W.- Solución de 
lavado. E.- Solución de elución. 
 
 
 
 
 
 
 

 

  44 

kD

103 
 
  67 
 

  29 
 

 B 
 
kDa 

103
  67

  44

  29

1   2    3    4    5    6   7    8   9  10 1   2    3    4    5    6   7    8   9  10

B.LIS.        +                                                                                                     + 
W.   6.0               +        +       +                                                                                  +      +       +                               
W.   5.3                                           +       +     +                                                                                     +     +       +               
 E.   4.0                                                                   +     +                                                                                           +   +     

   



 110

1. EhCP112 FORMA PARTE DE LA ADHESINA DE 112kDa DE E. histolytica. 

Con el fin de confirmar que EhCP112 forma parte de la adhesina de 112 kDa se utilizaron las 

siguientes estrategias:  

1.1. OBTENCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE ANTICUERPOS CONTRA LA PROTEÍNA     

      RECOMBINANTE. 

Con la proteína rEhCP112 expresada al utilizar la construcción II his (pTrcHis2-

proenzima) y purificada, se procedió a inmunizar un conejo, el cual fue retado 4 veces con 

dicha proteína. Al finalizar el protocolo de inmunización, se obtuvo suero anti-EhCP112 

(AbEhCP112) y se realizó un ensayo de ELISA para determinar el título de los anticuerpos 

aislados. En estos ensayos, el anticuerpo policlonal AbEhCP112 reconoció la proteína 

recombinante, hasta un título de 1:1000 (Fig. 12). Este mismo suero mostró reacción contra 

extractos de amibas (Fig.12, circulo azul marino), lo que indicó que los anticuerpos AbEhCP112 

reconocen a la proteína nativa en E. histolytica. Por otra parte, el Ab monoclonal Mab5 dirigido 

contra el complejo EhCPADH, utilizado como control (Arroyo y Orozco, 1987), reconoció al 

extracto de E. histolytica y a la proteína recombinante (EhCP112) (Fig. 12) sugiriendo que 

EhCP112 forma parte de dicho complejo.  

 En estos experimentos un anticuerpo contra actina reconoció a los extractos de E. 

histolytica pero no a la proteína EhCP112 (Fig.12), mostrando la especificidad del AbEhCP112 y 

del Mab5 por rEhCP112. Como control negativo se utilizó un anticuerpo secundario sin añadir el 

Ab primario y no hubo reconocimiento (Fig. 12, circulo color verde). Estos resultados sugieren 

que los anticuerpos generados contra la proteína recombinante reconocen específicamente tanto 

a la proteína recombinante como a la proteína nativa. 
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Fig. 12. Título y especificidad del anticuerpo policlonal AbEhCP112, por ELISA. En placas de 
microtitulación los 60 pozos centrales se cubrieron con rEhCP112 (1μg/pozo). El anticuerpo policlonal 
AbEhCP112 reconoce a la proteína recombinante, así como a las proteínas amibianas (círculo azul cielo). 
El anticuerpo monoclonal Mab5 (círculo negro) reconoce a la proteína recombinante y también a las 
proteínas de E. histolytica. Los controles positivos Mab5 y Ab actina fueron específicos para las proteínas 
de E. histolytica, el Ab Actina (círculo azul marino) y el suero preinmune (las dos primeras filas) no 
reconocen a rEhCP112. Como control negativo se usó un anticuerpo secundario sin añadir el Ab primario, 
no hay reconocimiento (círculo color verde). 
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1.2. PAGE – INMUNOTRANSFERENCIA (Western Blot) 

Otra estrategia para confirmar que EhCP112 forma parte del complejo EhCPADH fue la 

de analizar por Western blot, a las proteínas recombinantes, con el anticuerpo monoclonal 

contra el complejo EhCPADH (Mab 5), para ello, proteínas de E. histolytica o de bacterias 

conteniendo la construcción I, se separaron por PAGE-SDS al 10%. Después de la 

electroforesis, el gel se cortó en dos partes que contenían exactamente la misma cantidad de 

proteína y muestras en el mismo orden. Una de las mitades se tiñó con azul de Coomasie y la 

otra mitad se transfirió a papel de nitrocelulosa, el cual posteriormente se expuso al anticuerpo 

monoclonal 5 (Mab5). En el gel teñido con azul de Coomassie se observó la expresión de la 

proteína recombinante rEhCP112 en el extracto bacteriano (Fig.13A, carril 3), así como la 

proteína EhCP112 purificada (Fig.13A, carril 4). En el Western blot, el Mab5 reconoció una sola 

banda de aproximadamente 120 kDa en proteínas de E. histolytica (Fig. 13B, carril 5). Además, 

reconoció a la proteína recombinante en un extracto bacteriano (carril 3) y a la proteína 

purificada (carril 4). Este anticuerpo también reconoció a la proteína recombinante producida 

por la construcción II (Fig. 13C). Estos resultados confirman que EhCP112 forma parte del 

complejo EhCPADH.  

1.3. LA PROTEINA RECOMBINANTE EhCP112 (rEhCP112) ES RECONOCIDA POR 

SUEROS DE PACIENTES CON AMIBIASIS. 

 Para saber si EhCP112 es reconocida por sueros de pacientes con amibiasis invasiva, la 

proteína recombinante producida por la construcción II his fue purificada, transferida a filtros de 

nitrocelulosa y revelada con sueros de pacientes. 
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Fig. 13. Reconocimiento de las proteínas recombinantes de EhCP112 por el Mab 5. 
A. Extractos bacterianos conteniendo la construcción I e inducidos con IPTG, fueron separados en 
PAGE-SDS al 10 % y teñidos con azul de Coomassie. Carril 1, marcadores de peso molecular; Carril 2, 
extractos totales de bacterias no inducidas; Carril 3, extractos de bacterias inducidas; Carril 4, proteína 
recombinante purificada; Carril 5, extractos totales de trofozoitos E. histolytica. B. Western blot con las 
proteínas descritas en (A) usando Mab5. C. Western blot con la proteína EhCP112 (producida por la 
construcción II) purificada y reconocida por el anticuerpo mAb5. 
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 La identidad de la proteína recombinante fue probada primero con un anticuerpo 

comercial que reconoce la etiqueta de histidinas. En experimentos de Western blot usando los 

extractos crudos de bacterias inducidas con IPTG, los anticuerpos reconocieron dos bandas 

una de 52 y otra de 40 kDa, las cuales no fueron detectadas en las bacterias no inducidas (Fig 

14, carriles 4 y 5). En igual forma, la rEhCP112 purificada por la columna de níquel, fue 

también reconocida por el anticuerpo antihistidina como dos bandas una de 52 y la otra de 40 

kDa (Fig. 14, carril 1). La banda de 52 kDa puede corresponder a una banda enriquecida vista 

en el gel teñido con azul de Coomassie de la bacteria inducida, y va de acuerdo con el peso 

molecular predicho, esta banda corresponde a la proenzima. La proteína de 40 kDa puede ser 

un producto de degradación o bien por su peso molecular podría corresponder a la enzima 

rEhCP112 madura. Por otra parte, sueros de pacientes con amibiasis invasiva también dan 

reacción positiva con las proteínas de 52 y 40 kDa de la rEhCP112 purificada (Fig. 14, carriles 

3-5), mientras que el suero de personas aparentemente sanas no reaccionaron con la 

rEhCP112 (Fig. 14, carril 6). Estos resultados muestran que EhCP112 es inmunogénica como 

se había reportado previamente (Arroyo, 1987).  

1.4.  LOCALIZACIÓN SUBCELULAR DE EhCP112. 

Para determinar la localización subcelular de EhCP112, se realizaron experimentos de 

inmunomarcaje. Los trofozoitos fueron fijados, permeabilizados e incubados con los 

anticuerpos policlonales AbEhCP112 y posteriormente con un segundo anticuerpo acoplado a 

fluoresceína. El análisis realizado con la ayuda de un microscopio confocal, reveló que 

EhCP112 es una proteína presente en la membrana plasmática y en pequeñas vacuolas 

cercanas a la membrana plasmática (Fig. 15), una distribución similar a la observada para el 

complejo EhCPADH mediante el Mab 5 (García-Rivera y col., 1999). 
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Fig.14 . Inmunogenicidad de EhCP112.  
rEhCP112 fue expresada en bacterias inducidas con IPTG, purificada con columnas de afinidad 
enriquecidas con níquel y analizada por Western blot. A. Extractos de bacterias no inducidas (carril 1) e 
inducidas (carril 2) la proteína recombinante fue detectada con anticuerpos anti-etiqueta de histidinas. B. 
Tiras de membrana de nitrocelulosa en las cuales la proteína rEhCP112 fue transferida a partir de un 
gel preparativo y revelada con: Carril 1, anticuerpo anti-etiqueta de histidinas (α his); Carril 2, anticuerpo 
monoclonal Mab5; Carril 3 – 5, sueros de pacientes con amibiasis; Carril 6, suero de una persona sana. 
Hs: Suero humano. 
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Fig. 15 . Inmunolocalización de la proteína EhCP112 en trofozoítos de E. histolytica. 
Trofozoítos de E. histolytica fueron fijados, permeabilizados e incubados con anticuerpos anti-EhCP112, 
y después, con un segundo anticuerpo fluoresceinado IgG anti-conejo (verde). Posteriormente los 
núcleos fueron teñidos con ioduro de propidio (rojo). Finalmente, las células fueron examinadas por 
microscopía confocal. A. Control usando solo anticuerpos secundarios y núcleos teñidos con ioduro de 
propidio. B. Localización de EhCP112. Las imágenes corresponden a una sección óptica. 
 

 

 

 

 

 

   



 117

1.5. COLOCALIZACIÓN DE LAS PROTEÍNAS EhCP112 Y EhADH112. 

Para confirmar sí el complejo EhCPADH está formado por las proteínas EhCP112 y 

EhADH112, codificadas por dos genes contíguos en el DNA genómico de E. histolytica, se 

analizó la localización de estas proteínas en el ambiente subcelular de E. histolytica utilizando 

anticuerpos policlonales dirigidos contra cada una de las proteínas recombinantes. Los 

trofozoitos amibianos, se incubaron con el anticuerpo AbEhCP112, y después se incubaron con 

el segundo anticuerpo rodaminado. Entonces, se incubaron con los anticuerpos policlonales 

AbEhAdh112 (Martínez-López y col., 2004) y con un segundo anticuerpo fluoresceinado. El 

análisis realizado con la ayuda del microscopio confocal reveló que EhCP112 y EhADH112 son 

proteínas que se encuentran colocalizadas en la membrana citoplásmica, y en vesículas 

cercanas a ésta, de los trofozoítos amibianos (Fig. 16). Por lo tanto podemos confirmar que el 

complejo EhCPADH está conformado por las proteínas EhCP112 y EhADH112, explicando con 

ello las actividades de adhesión y de actividad de proteasa observadas en la adhesina 

purificada (Rigothier y col., 1992; García-Rivera y col., 1999). 

2. LA PROTEÍNA RECOMBINANTE EhCP112 PRESENTA ACTIVIDAD DE PROTEASA. 

Uno de los principales objetivos del presente trabajo fue el de analizar la actividad 

biológica de la proteína EhCP112, por lo que fue de nuestro interés obtener a la proteína 

recombinante activa. La actividad proteolítica de la proteína recombinante se analizó en geles 

de poliacrilamida copolimerizada con gelatina. La proteína producida por la construcción I no 

mostró actividad (datos no mostrados), tal vez porque ésta se sintetizó como una preproenzima 

y en la bacteria no se realizó el procesamiento. Debido a que hay reportes acerca de que 

algunas proteasas sufren un proceso de autoactivación cuando éstas son incubadas a pHs 

bajos (Rigothier y col., 1992), decidimos que la preproenzima purificada se incubara a 

diferentes pHs y posteriormente se analizó su actividad proteolítica. Este tratamiento no tuvo  
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Fig. 16. Colocalización de las proteínas EhCP112 y EhADH112 mediante microscopía confocal. 
Trofozoítos crecidos en cubreobjetos estériles, se fijaron y se permeabilizaron. Posteriormente, se 
incubaron con el anticuerpo policlonal AbEhCP112 (1:1000), después se incubaron con un segundo 
anticuerpo rodaminado (1:60); enseguida se incubaron con el anticuerpo policlonal AbEhAdh (1:400) y 
por último con un segundo anticuerpo fluoresceinado. A, localización de EhCP112 (rojo). B, localización 
de EhADH112 (verde). C, microscopía de transmisión; D, Colocalización de EhCP112 y EhADH112 
(amarillo). Las imágenes corresponden a una sección óptica. 
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éxito en la activación de la enzima (datos no mostrados), por lo que se procedió a realizar una 

digestión parcial con pepsina para tratar de separar el propéptido de la enzima madura. Así, 

bacterias E. coli transformadas con el plásmido que contienen la construcción I, fueron tratadas 

para expresar la proteína recombinante de 53 kDa. Entonces, los extractos bacterianos que 

expresan a la proteína recombinante, así como también a los que no la expresan, fueron 

sometidos a proteólisis parcial con pepsina. La Fig. 17 muestra que los extractos bacterianos 

sin inducir no presentan actividad sobre los geles de sustrato. En cambio, en los extractos de 

bacterias inducidas se observó la actividad proteolítica en una proteína de 30 kDa. Estos 

experimentos indican que EhCP112 presenta actividad de proteasa. Sin embargo, la 

preincubación con otra proteasa como la pepsina dificultaría la caracterización de la actividad. 

 Cuando analizamos en geles de sustrato a la proteína recombinante producida por la 

construcción II his, encontramos una banda de actividad de aproximadamente 52 kDa tanto en 

los extractos de bacterias inducidas como en la proteína purificada (Fig. 18), ésta actividad no 

se presentó en los extractos de bacterias no inducidas (Fig. 18), indicando que esta actividad 

no era debido a una proteasa de la bacteria. Estos resultados indicaron que las bacterias 

expresaron a la EhCP112 en forma activa sin necesidad de realizar pretratamientos, lo cual nos 

permitió la caracterización enzimática de EhCP112. Sin embargo, la actividad solo se obtuvo 

con preparaciones frescas  (hasta 2 h después de su purificación), ya que la proteína fue 

rápidamente degradada, posiblemente por autocatálisis o por alguna proteasa bacteriana 

contaminante (Ocádiz y col., 2005), por lo que toda caracterización de la actividad enzimática 

fue realizada con proteína recién purificada. 
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Fig. 17. Actividad proteolítica de la proteína recombinante EhCP112 tratada con pepsina. 
Extractos de bacterias inducidas y no inducidas fueron incubados con pepsina. Posteriormente, las 
muestras fueron analizadas en geles de poliacrilamida copolimerizados con gelatina. Carril 1, extracto 
de bacterias no inducidas; Carril 2, extracto de bacterias inducidas. La flecha muestra la banda de 
actividad de 30 kDa. 
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Fig. 18. Actividad proteolítica de la proteína rEhCP112. Extractos de bacterias inducidas y no 
inducidas fueron analizadas en geles de poliacrilamida (A) y copolimerizados con gelatina (B). Carril 1, 
marcadores de peso molecular; Carril 2, extracto de bacterias no inducidas; Carril 3, extracto de 
bacterias inducidas. La flecha muestra la banda de actividad de 52 kDa. 
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2.1. rEhCP112 ES ACTIVA EN UN AMPLIO RANGO DE pH Y TEMPERATURA. 

 En la caracterización de la actividad enzimática de EhCP112 evaluamos su actividad 

proteolítica bajo diferentes condiciones de pH y de temperatura. Para esto, tiras de geles de 

poliacrilamida copolimerizados con gelatina, fueron incubados con la proteína rEhCP112 

purificada durante 1 h a diferentes temperaturas (4 – 42 ºC), o bien la proteína fue incubada a 

diferentes pHs ( 3.0 - 9.0 ) a 37ºC. Después de esto, los fragmentos del gel fueron teñidos con 

azul de Coomassie y desteñidos, y el color fue registrado por densitrometría (Fig. 19). Estos 

ensayos mostraron que la proteína recombinante fue activa a pH de 3 hasta 9, con la más alta 

actividad a pH 5 (Fig. 19A), que fue tomada como 100 % de actividad, la actividad mas baja fue 

obtenida a pH 9 (30 %). La enzima mostró entre 70% y 80% de actividad a pH fisiológico, con 

el máximo de actividad a 37ºC. Por otro lado, a pH 7 la rEhCP112 fue activa desde 20ºC hasta 

37ºC, en donde mostró la máxima actividad proteolítica (Fig. 19B). Estos resultados muestran 

que EhCP112 puede actuar bajo diferentes condiciones de pH y temperatura, por lo que puede 

ser una enzima activa en diferentes tejidos del huésped. 

2.2. rEhCP112 DEGRADA COLÁGENO TIPO I, FIBRONECTINA Y DESTRUYE 

MONOCAPAS DE CÉLULAS MDCK . 

 En general las CPs participan en la invasión de tejidos por trofozoítos de E. histolytica 

(Reed y col., 1989b; Bruchhaus y col., 1996; Ankri y col., 1999). Durante la invasión, las CPs se 

encuentran con diferentes substratos del hospedero, principalmente aquellos que forman la 

matriz extracelular, los cuales deben ser degradados para permitir la invasión de los 

trofozoítos. Con base a este antecedente, nosotros investigamos la actividad de rEhCP112 en 

geles de acrilamida copolimerizados con las proteínas de matriz extracelular colágeno tipo I y 

fibronectina. Como control en estos experimentos se usaron extractos totales de E. histolytica, 

corridos electroforéticamente en geles de poliacrilamida copolimerizados con colágeno tipo I y  
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FIG. 19.  rEhCP112 tiene actividad a diferentes pHs y temperaturas. Tiras de geles de poliacrilamida 
copolimerizados con gelatina fueron incubados por 1 h con 10 μg de rEhCP112 purificada a diferentes 
temperaturas y pHs. La actividad de proteasa relativa de EhCP112 fue medida después de la destinción 
del gel en cada tira. En la parte superior de cada gráfica está la tira correspondiente. SP, tira del gel sin 
proteasa, utilizada como control negativo.  
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otros con fibronectina. rEhCP112 degradó ambos sustratos (Fig. 20A y B). La migración de la 

proteasa en los geles y los patrones de degradación fueron diferentes para cada sustrato. 

Mientras que en colágeno tipo I se observó un barrido y una banda de 52 kDa (Fig. 20A), en la 

fibronectina se identificó una sola banda con migración atípica la cual fue reproduciblemente 

detectada (Fig. 20B). Los extractos totales de trofozoítos mostraron un barrido desde el origen 

del gel hasta el fondo del gel en ambos sustratos, pero la actividad sobre el colágeno tipo I fue 

mucho más fuerte (Fig. 20A y B).  

 La destrucción de las monocapas de las células MDCK por extractos de trofozoítos 

comienza con el redondeo de las células, seguido por su liberación del sustrato, sugiriendo que 

las proteasas de los trofozoítos producen desprendimiento celular (Ravdin y col., 1980). Para 

determinar si EhCP112 puede participar en este evento, las monocapas de células MDCK 

fueron incubadas con distintas cantidades de rEhCP112. Después de 1 a 2 h de interacción, los 

extractos de trofozoítos destruyeron el 100 % de las células MDCK (Fig. 20C), mientras que 

4.5, 3, y 1.5 μg de rEhCP112 dañan las monocapas en un 65 % + 13 %, 55 % + 10 % y 40 % 

+15 %, respectivamente (Fig. 20C). La adición de 1 μg del anticuerpo monoclonal anti-

EhCPADH a un pozo conteniendo también 4.5 μg de rEhCP112 inhibió la destrucción celular 

(Fig. 20C). Estos resultados mostraron que EhCP112 es capaz de degradar colágeno tipo I y 

fibronectina, y producir daño a monocapas de células MDCK. 

 
3. rEhCP112 SE UNE A LA CÉLULA BLANCO. 
 
3.1. rEhCP112 SE UNE A ERITROCITOS Y DIGIERE HEMOGLOBINA HUMANA. 

 Los eritrocitos son también células blanco de los trofozoítos de E. histolytica. Para 

determinar si EhCP112 se une a esta célula blanco, se realizaron ensayos de ligando con la 

proteína purificada. Para ello, los eritrocitos fueron incubados con la proteína recombinante 
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purificada rEhCP112 o con rEhRabB (Rodríguez y col., 2000), como control negativo. 

Entonces, las células fueron incubadas con los correspondientes anticuerpos anti- EhCPADH o 

con anti-EhRabB y la unión de las proteínas recombinantes a eritrocitos fue revelada con 

anticuerpos secundarios  fluoresceinados. Como control positivo, estos ensayos se realizaron 

incubando los eritrocitos con proteínas totales de E. histolytica y revelando con el anticuerpo 

monoclonal anti-EhCPADH. La figura 21 C muestra que el complejo EhCPADH se une a la 

superficie de los eritrocitos como se había reportado previamente (Rodríguez y col., 1989). La 

fluorescencia también fue detectada alrededor de los eritrocitos que fueron incubados con la 

rEhCP112 seguido por el mAb antiEhCPADH (Fig. 21B). Ninguna señal fue observada cuando 

la proteína rEhCP112 fue omitida (Fig. 21D), o cuando los eritrocitos fueron incubados con la 

proteína recombinante EhRabB y anticuerpos anti-EhRabB (Fig. 21A). Estos resultados 

sugieren que EhCP112 puede unirse a la superficie de las células blanco, probablemente por el 

motivo RGD, y que por lo tanto también EhCP112 puede participar en la destrucción de la 

célula blanco. Además, se observó que EhCP112 es capaz de digerir hemoglobina cuando se 

encuentra en geles de sustrato (Fig. 21E).  
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Fig. 20.  rEhCP112 tiene actividad en colágeno tipo I, fibronectina y monocapas de células MDCK. 
A. Geles de poliacrilamida copolimerizada con colágeno. B. Geles de poliacrilamida copolimerizada con 
fibronectina. Carril 1, rEhCP112 purificada; Carril 2, Extractos totales de trofozoíto. Las flechas indican 
la proteína recombinante EhCP112 de 52 kDa. C. Destrucción de monocapas de células MDCK usando: 
TP, extractos de 1 X 106 trofozoítos; 4.5, 3 y 1.5 μg de la rEhCP112; PBS, monocapas incubadas con 
PBS; mAb+rEhCP112, 4.5 μg de la enzima más 1 μg del mAb anti-EhCPADH.  
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Fig. 21.  rEhCP112 se adhiere a eritrocitos y digiere hemoglobina. 
(A – D) inmunofluorescencia de eritrocitos cubiertos con: A. rEhRabB y revelado con anti-EhRabB como 
primer anticuerpo y como segundo anticuerpo un anti-conejo fluoresceinado. B. rEhCP112 revelada con 
mAb Anti-EhCPADH y como segundo anticuerpo un anti-ratón fluoresceinado. C. Como control positivo, 
se incubaron los eritrocitos con proteínas totales de E. histolytica y se revelaron con el anticuerpo 
monoclonal anti-EhCPADH y como segundo anticuerpo un anti-ratón fluoresceinado. D. BSA revelada 
con mAb Anti-EhCPADH y como segundo anticuerpo un anti-ratón fluoresceinado. E. Gel de 
poliacrilamida copolimerizada con hemoglobina. Carril 1, rEhCP112; Carril 2, Proteínas totales de E. 
histolytica. La flecha indica a la proteína recombinante EhCP112.  
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DISCUSIÓN 

 Se ha demostrado que las cisteína proteasas juegan un papel importante en la virulencia 

de parásitos protozoarios, tales como T. vaginalis (Alvarez-Sanchez y col., 2000), L. major 

(Joshi y col., 2002), T. cruzi (Tomas y col., 1997) o P. vivax (Rosenthal y col., 1994) lo que 

hace de estas moléculas una promesa como blancos quimioterapéuticos o bien como vacunas 

(McKerrow, 1999).  

 Estudios encaminados hacia el conocimiento de las bases moleculares del mecanismo 

agresor de E. histolytica también sugieren la participación de las cisteína proteasas en la 

formación de las lesiones tisulares asociadas a la amibiasis invasiva (Ravdin y col, 1980; 

McLaughlin y Aley, 1985). La actividad de dichas enzimas citolíticas correlaciona con la 

virulencia amibiana (Ravdin y col, 1980; Muñoz y col, 1984), sugiriendo que hay una interacción 

necesaria entre el parásito y la célula blanco que dispara la síntesis y secreción de sustancias 

líticas del interior de la amiba (Martínez-Palomo, 1982; McLaughlin y Aley, 1985). Las cisteína 

proteasas de E. histolytica en geles de sustrato, varían en peso desde 17 hasta 195 kDa 

(Luaces y Barret, 1988; Scholze y Schulte, 1988; Avila y Calderon 1993; Spice y Ackers, 1993). 

 Por otra parte, se sabe que E. histolytica es una célula con 30 diferentes CPs (Loftus, 

2005), aunque la mayoría de estas aún no han sido estudiadas. Reportes previos sugirieron 

que la mayoría de los genes de CPs de E. histolytica, incluyendo a Ehcp112, no son 

expresados durante su cultivo in vitro (Bruchhaus y col., 2003). Sin embargo, ensayos de 

Northern blot y RT-PCR efectuados por nosotros y por otros autores, mostraron que el gen 

Ehcp112 es expresado por los trofozoítos en cultivo (Carpeniseanu y col., 2000; García-Rivera 

y col., 1999). Es claro que diferentes condiciones de cultivo o bien trofozoítos con diferente 

patogenicidad pueden determinar estos resultados. Por lo tanto es necesario la caracterización 
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de cada una de estas enzimas para poder determinar su papel biológico en los trofozoítos 

amibianos. 

Una proteína originalmente descrita con un peso molecular de 112 kDa que es 

reconocida por sueros de pacientes con absceso hepático amibiano, fue una de las primeras 

moléculas identificadas en este parásito con una función celular de adhesina (Arroyo y Orozco, 

1987). Además, esta proteína en geles de poliacrilamida copolimerizados con gelatina mostró 

actividad de proteinasa (Rigothier y col, 1992), sugiriendo la participación de ésta proteína tanto 

en la adhesión como en la invasión de los tejidos del huésped. Recientemente, se reportó que 

esta molécula es un complejo formado por dos polipéptidos, uno con homología a cisteína 

proteasas y otro con actividad de adhesina (García-Rivera y col., 1999), por lo que ahora se le 

ha llamado el complejo EhCPADH, que de acuerdo a la secuencia de aminoácidos de ambas 

proteínas tiene un peso molecular de 124.6 kDa.  

 En este trabajo se dieron más evidencias de que EhCP112 forma un complejo con una 

proteína con actividad de adhesina dando lugar al complejo EhCPADH de E. histolytica. La 

purificación de la proteína recombinante EhCP112 se realizó con una columna de afinidad de 

Ni 2+, una vez pura, sirvió para inmunizar conejos y obtener los anticuerpos policlonales 

AbEhCP112, que mostraron un título de 1:1000 en ensayos de ELISA. Los anticuerpos 

policlonales AbEhCP112 sirvieron para hacer la localización subcelular en trofozoítos de E. 

histolytica de EhCP112, mediante el uso de microscopía confocal, el resultado mostró que la 

proteína se localiza uniformemente en la membrana plasmática así como también en algunas 

vacuolas, mismo patrón encontrado al utilizar un anticuerpo monoclonal contra la adhesina de 

112 kDa (García-Rivera y col, 1999). Además, al utilizar anticuerpos policlonales AbADH112 

dirigidos contra el dominio de adhesión de la adhesina de 112 kDa se pudo observar una 

colocalización de las proteínas EhCP112 y EhADH112 en la membrana de los trofozoítos 
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amibianos, demostrando así que la adhesina de 112 kDa es un complejo formado por las dos 

proteínas mencionadas anteriormente. Esto fue apoyado por el reconocimiento de la proteína 

recombinante mediante ensayos de “Western blot” utilizando el anticuerpo monoclonal 5 

(Mab5) que esta dirigido específicamente contra el complejo EhCPADH de E. histolytica. 

 Otros experimentos que apoyan la hipótesis de que el complejo EhCPADH esta formado 

por EhCP112 y EhADH112 son los siguientes: 1) Los anticuerpos policlonales y monoclonales 

anti–EhCPADH reconocen a los polipéptidos recombinantes de EhCP112 y EhADH112 

(Martínez-López y col., 2004) y la proteína de 124 kDa en extractos totales de E. histolytica 

(Fig. 13). 2) Anticuerpos policlonales generados contra un fragmento de la proteína 

recombinante EhADH112, o contra la proteína recombinante EhCP112, reaccionaron con una 

sola banda de 124 kDa en las proteínas de E. histolytica (Martínez-López y col., 2004; Madriz y 

col., 2004).  

 En otros organismos como en las bacterias Porphyromonas gingivalis, que producen la 

enfermedad inflamatoria de los tejidos que sostienen los dientes se ha encontrado un complejo 

de proteasas y adhesinas el cual es el principal factor de virulencia (Pike y col., 1996). Este 

complejo se encuentra asociado a la célula y consta de dos proteasas (específicas de lisina y 

arginina) y varias adhesinas. Estas proteínas son codificadas por dos genes (prtR y prtK) y 

cada uno de estos genes presenta en su organización estructural; un péptido señal, seguido 

por una cisteína proteasa y varias adhesinas (Pike y col., 1996: Bhogal y col., 1997). La 

asociación de proteínas de superficie como adhesinas y proteasas también ha sido reportada 

en Staphilococcus saprophiticus (Hell y col., 1998). En T. vaginalis también se ha sugerido y 

demostrado la participación de cisteína proteasas en la adhesión a la célula blanco (Arroyo y 

Alderete, 1989; Mendoza-López y col., 2000). Así, la asociación adhesina-proteasa puede ser 

importante en la invasión de los tejidos del huésped, ya que ambas moléculas pueden ser 
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necesarias para que los parásitos se adhieran a la matriz extracelular e inicien la invasión de 

los tejidos mediante la digestión de la matriz extracelular. 

 En el caso del complejo EhCPADH se sabía que el péptido de 78 kDa (EhADH112) tiene 

actividad de adhesina, mientras que el péptido de 49 kDa contiene secuencias típicas de 

cisteína proteasa (Rigothier y col., 1992). Sin embargo, había que demostrar en forma 

experimental que este péptido en realidad tiene actividad de proteasa. 

 El principal obstáculo en el estudio de las CPs es la dificultad para obtener grandes 

cantidades de enzima nativa. 

  En la tesis de maestría (Ocádiz, 1998) reportamos la expresión del gen Ehcp112 en la 

bacteria E. coli. Para esto, el gen fue amplificado por PCR utilizando oligonucleótidos en 

sentido y en antisentido que contenían sitios de corte para las enzimas de restricción BamHI y 

EcoRI respectivamente, lo que permitió la clonación direccional del fragmento en el vector 

pRSETA lo que permitió regular la expresión de la proteína recombinante y la purificación de 

ésta con relativa sencillez. La proteína recombinante fue exitosamente expresada aunque no 

mostró actividad en los geles de sustrato (Ocádiz, 1998; García-Rivera, 1999).  

La secuencia expresada pertenece a un precursor de la enzima, que al ser producido en 

un procarionte, no sufrió su procesamiento postraduccional, lo cual impidió ver la actividad de 

cisteína proteasa, ya que de alguna manera el sitio activo estaba obstruido. En este trabajo, 

extractos bacterianos que expresan a EhCP112 fueron tratados con pepsina para separar el 

propéptido y así obtener la actividad de proteasa de la enzima madura, mostrando en geles de 

sustrato una actividad de gelatinasa que corresponde a una proteína de 30 kDa. Este 

tratamiento con endoproteasas en algunos sistemas in vitro se ha utilizado con éxito, ya que es 

necesario un corte que separe el propéptido de la secuencia de la enzima madura, permitiendo 

así la liberación de la actividad proteolítica (Kuhelj y col., 1995). En algunos otros casos la 
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separación del propéptido se da por simple autoproteólisis, cuando la proenzima se purifica en 

ambientes extremos de pH (Mach y col., 1994). En el caso de la preproenzima de EhCP112 

(construcción I) esto no funcionó, ya que cuando se sometió a pHs extremos no se observó 

actividad proteolítica. Sin embargo, dado que la presencia de la pepsina para activar la enzima 

dificultaba la caracterización de la actividad proteolítica de EhCP112, ya que se tiene que 

discriminar entre la actividad de esta enzima y la de la pepsina, se decidió realizar nuevas 

construcciones que pudieran tener actividad sin la presencia de otra proteasa.  

Debido a que la bacteria no posee la mayoría de los mecanismos de procesamiento 

postraduccional de las células eucariotas, exploramos la expresión de diferentes fragmentos de 

la EhCP112, los cuales incluyeron al gen completo con; i) péptido señal, propéptido y enzima 

madura; ii) propéptido y enzima madura e iii) enzima madura.  

En las construcciones realizadas en el presente trabajo, la pro-enzima fue expresada 

(rEhCP112), pero no la enzima madura, sugiriendo que ésta última es muy tóxica para las 

bacterias y que el propéptido es necesario para el control de la actividad enzimática. Además el 

propéptido es necesario para el correcto plegamiento de la enzima madura (Coulombe y col., 

1996), fue por esta misma razón que las enzimas maduras, EhCP2 y EhCP3, expresadas en 

un sistema de baculovirus, fueron inactivas, mientras que las pre-pro-enzimas fueron activas 

(Que, 2002). Además rEhCP112 fue activa en geles de substrato, sugiriendo que pudo poseer 

actividad autocatalítica para producir la enzima madura. 

La actividad de proteasa de rEhCP112 en geles de sustrato fue observada en una banda 

de 52 kDa, que fue el peso molecular esperado para el polipéptido conteniendo al propéptido y 

a la enzima madura. Estos resultados son interesantes, debido a que las CPs son procesadas 

por rompimiento del prodominio, antes de llegar a ser activas. Sin embargo, es generalmente 

aceptado que en el análisis efectuado con geles de sustrato las proteínas no migran de 
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acuerdo a su peso molecular, y que probablemente la actividad mostrada en nuestros 

experimentos fue debido a la enzima procesada con una migración anómala. La proteína 

rEhCP112 fue expresada en su forma activa y fue capaz de digerir diferentes sustratos, 

sugiriendo que la proenzima fue procesada por proteasas bacterianas o bien por autocatálisis 

dentro de la bacteria o después de su aislamiento, produciendo a la proteína madura. La 

proteína rEhCP112 fue extremadamente lábil y fue degradada en menos de 24 h a 4 ºC 

(Ocádiz y col., 2005). Cuatro horas después de la purificación los anticuerpos policlonales 

revelaron los diferentes productos de degradación de la enzima, y los anticuerpos anti-etiqueta 

detectaron dos bandas, la superior fue desapareciendo con el tiempo, solamente la banda de 

52 kDa fue activa, ya que fue la banda clara que apareció en los geles de sustrato (Ocádiz y 

col., 2005).  En contraste, se ha demostrado que la enzima nativa es secretada en vesiculas 

como complejo EhCPADH y que EhCP112 conserva su actividad por largo tiempo dentro de las 

vesículas secretadas (Ocádiz y col., 2005). 

Recientemente, se sugirió que E. histolytica tiene CPs con propiedades bioquímicas 

redundantes, debido a que varias CPs con diferente localización en ausencia de células blanco 

son translocadas a vacuolas fagocíticas durante la ingestión de las células (Que y col., 2002). 

Esto implica que la principal función de las CPs es la adquisición de nutrientes. Sin embargo, 

EhCP2, EhCP5 y EhCP112 están localizadas en la superficie de los trofozoítos (Que y col., 

2002; Jacobs y col., 1998; García-Rivera y col., 1999) y esta última también es secretada 

(Ocádiz y col., 2005). Además, EhCP1 y EhCP5 están ausentes en la amiba no patógena E. 

dispar (Bruchhaus y col., 1996) y EhCP112 no fue detectada en una cepa avirulenta obtenida 

de un portador asintomático (Vargas y col., 1990) y es pobremente expresada en la clona L-6, 

una mutante deficiente en fagocitosis, en efecto citopático y en virulencia (Guzmán-Medrano y 

col., 2005). Estos resultados sugieren que ciertas CPs pueden estar involucradas en la invasión 
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a tejidos. Sin embargo, el papel de estas proteasas en la virulencia de E. histolytica necesita 

ser probado en modelos animales usando trofozoítos, en los cuales estas moléculas esten 

ausentes. Estos experimentos no han sido efectuados debido a la carencia  de la tecnología de 

knock out en genes de Entamoeba, aunado a la carencia de modelos animales apropiados que 

pudieran reproducir el ciclo de la infección completa de esta parásito. Sin embargo, dado que 

rEhCP112 se une específicamente a eritrocitos humanos, y que destruye monocapas de 

células epiteliales, se sugirie que está involucrada en la adherencia y/o en la citopatogenicidad, 

como se ha sugerido para otras CPs de parásitos que se unen a la célula blanco (Alvarez-

Sanchez y col., 2000; Mendoza-López y col., 2000).  

Finalmente, proponemos que EhCP112 puede estar involucrada en la virulencia de E. 

histolytica debido a: i)  EhCP112 forma parte del complejo de virulencia EHCPADH. ii) Se une y 

destruye colágeno, fibronectina y monocapas de células MDCK . Sin embargo, la degradación 

de estas proteínas es una característica de muchas proteasas y puede que lo hagan o no in 

vivo. iii) EhCP112 se une a eritrocitos y degrada hemoglobina. iv) Es pobremente expresada en 

una mutante deficiente en virulencia (L-6). v) Es secretada en forma activa por trofozoítos vivos 

(Ocádiz y col., 2005). vi) Contiene el dominio RGD que podría ser funcional y vii) Es activa en 

amplios rangos de pH y temperatura. 
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CONCLUSIONES. 
 
Con los datos obtenidos hasta el momento podemos concluir que: 

 

- EhCP112 es parte del complejo EhCPADH de E. histolytica. 

 

-    EhCP112 se localiza en la membrana celular y en vesículas cercanas. 

 

- Las proteínas recombinantes que contienen a la preproenzima y a la proenzima  

      tienen actividad de proteasa, pero la preproenzima necesita de otra proteasa  

      para su procesamiento. 

 

- EhCP112 es activa en un amplio rango de pH con un óptimo de 5. 

 

- EhCP112 es activa en rango amplio de temperatura con un óptimo de 37 °C.  

 

- EhCP112 degrada gelatina, colagena I, fibronectina y hemoglobina. 

 

- EhCP112 se adhiere y destruye a la célula blanco. 

 

-    EhCP112 es una cisteína proteasa que probablemente participa activamente  

     en la patogenicidad de E. histolytica. 
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 PERSPECTIVAS. 
 
 
- Aislar a la proteína EhCP112 nativa, para conocer el sitio exacto de separación entre el 

propéptido y la enzima madura, y además conocer su actividad proteolítica natural. 

 

 

- Realizar transfecciones con RNA en antisentido o RNA interferente de EhCP112 y 

caracterizar a los organismos transfectados. 

 

 

- Incorporar la tecnología knockout al estudio de E. histolytica, y aplicarla al estudio de las 

CPs amibianas. 

 

 

- Determinar la función específica  de EhCP112, así como la de cada una de las CPs de E. 

histolytica. 

 

 

- Determinar el potencial inmunogénico y de protección de cada una de las CPs, para su 

posible aplicación en el desarrollo de vacunas. 

 

 

- Utilizar programas computacionales, ya desarrollados, para determinar las diferencias y 

similitudes entre las diferentes CPs, esto con miras al desarrollo de un inhibidor que sea 

utilizado para unirse a la mayoría de las CPs de E. histolytica, inhibiendose el crecimiento 

y desarrollo en el hospedero, y a su vez siendo inocuo para el humano. 
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recibido reconocimientos por su calidad: el primero de ellos por la Camara Nacional de la 

Industria Farmaceutica (CANIFARMA 1999) y el segundo en este año (2005) por la 

Sociedad Iberoamericana de Información Científica (SIIC) .  
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Summary

Here, we present evidence that a cysteine protease

(EhCP112) and a protein with an adherence domain

(EhADH112) form the Entamoeba histolytica 112 kDa

adhesin. Immunoelectron microscopy and immuno-

¯uorescence assays using monoclonal antibodies

(mAbAdh) revealed that, during phagocytosis, the

adhesin is translocated from the plasma membrane

to phagocytic vacuoles. mAbAdh inhibited 54% adher-

ence, 41% phagocytosis, and 35% and 62% destruc-

tion of MDCK cell monolayers by live trophozoites

and their extracts respectively. We cloned a 3587 bp

DNA fragment (Eh112 ) with two open reading frames

(ORFs) separated by a 188 bp non-coding region. The

ORF at the 58 end (Ehcp112 ) encodes a protein with

a cysteine protease active site, a transmembranal seg-

ment and an RGD motif. The second ORF (Ehadh112 )

encodes a protein recognized by mAbAdh with three

putative transmembranal segments and four glyco-

sylation sites. Northern blot, primer extension and

Southern blot experiments revealed that Ehcp112 and

Ehadh112 are two adjacent genes in DNA. Ehcp112

and Ehadh112 genes were expressed in bacteria. The

recombinant peptides presented protease activity and

inhibited adherence and phagocytosis, respectively,

and both were recognized by mAbAdh. The EhCP112

and EhADH112 peptides could be joined by covalent

or strong electrostatic forces, which are not broken

during phagocytosis.

Introduction

Adherence, phagocytosis and proteolytic activity are three

key events in the target cell destruction by Entamoeba

histolytica, the protozoan causative agent of human amoe-

biasis. This parasite kills 100 000 individuals each year

around the world (WHO, 1997). The phagocytic and

vacuole-rich trophozoites, the invasive form of E. histolytica,

are a suitable model for studying adherence, phagocytosis

and proteolytic activity, functions in which membrane

molecules are important players. Several surface proteins

have been reported as involved in the trophozoite±target

cell contact, but their speci®c role in subsequent steps to

adherence, such as phagocytosis and cell destruction, is

not known (Arroyo and Orozco, 1987; Petri et al., 1987;

Rosales-Encinas et al., 1987; RodrõÂguez et al., 1989;

Stanley et al., 1990; Vinayak and Shandil, 1990; Vohra

et al., 1992). Some authors have shown that antibodies

against membrane proteins inhibit virulence of the tropho-

zoites in vitro (Petri et al., 1987; Rosales-Encinas et al.,

1987; RodrõÂguez et al., 1989). However, inhibition could

be caused by adherence blockage, because adherence

of trophozoites is a necessary step for phagocytosis and

cellular destruction to occur.

Proteases have also been involved in E. histolytica viru-

lence (Gadasi and Kessler, 1983; McKerrow, 1989; Keene

et al., 1990; Reed et al., 1992; Tannich et al., 1992). There

is experimental evidence demonstrating a direct corre-

lation between virulence and rate of phagocytosis and

protease activity (Orozco et al., 1985; Ankri et al., 1998;

1999), but other reports contradict this assumption

(Spice and Ackers, 1992; Montfort et al., 1993).

Identi®cation of parasite molecules and de®nition of their

role in virulence are necessary to understand how tropho-

zoites produce damage to human tissues. Additionally,

better diagnosis methods and vaccines against the para-

site may be developed using parasite molecules with a

known function.

E. histolytica virulence-de®cient mutants obtained in

our laboratory have alterations in the 112 kDa surface pro-

tein. Experiments using monoclonal and monospeci®c

polyclonal antibodies (mAb5 and pAb112 respectively)

have shown that the 112 kDa adhesin exhibits af®nity for

epithelial and red blood cells (RBCs) (Arroyo and Orozco,

1987; RodrõÂguez et al., 1989). We present here experi-

mental evidence suggesting that two polypeptides form

the 112 kDa adhesin: a cysteine protease (EhCP112) and
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a protein with an adherence domain (EhADH112). Genes

encoding for both proteins were cloned and expressed

to corroborate their role in adherence, phagocytosis and

tissue destruction.

Results

The 112 kDa adhesin is translocated from the plasma

membrane to phagocytic vacuoles during phagocytosis

Laser confocal microscopy experiments of phagocytic

trophozoites have previously shown the presence of the

112 kDa adhesin in the plasma membrane and in the

edges of the phagocytic channel (GarcõÂa-Rivera et al.,

1997a). Here, using transmission electron microscopy

(TEM), we examined thin sections of trophozoites incu-

bated with mouse monoclonal antibodies (mAbAdh) against

the 112 kDa adhesin and, then, with colloidal gold (Fig.

1A). Non-permeabilized trophozoites showed gold conju-

gates uniformly distributed around the plasma membrane

(Fig. 1Ab), whereas permeabilized trophozoites also pre-

sented gold label in vacuoles (Fig. 1Ac).

Location of the adhesin during phagocytosis was per-

formed in cryosectioned trophozoites that were in contact

with RBCs for different times and then incubated with

mAbAdh and a ¯uoresceinated second antibody (Fig. 1B).

In trophozoites not in contact with RBCs, the adhesin

appeared in the plasma membrane and in cytoplasmic

vacuoles. Interestingly, not all vacuoles were recognized

by the antibody. (Fig. 1Ba and b). At 30 s interaction, the

¯uorescence was found at the plasma membrane, where

the RBCs were adhered (Fig. 1Bc). After 10 min, the

RBCs ingested by the trophozoites appeared completely

illuminated inside the trophozoites (Fig. 1Bd). When diges-

tion had advanced, 20 min later, the signal was found at

the edges of the RBCs, which appeared to be deformed

Q 1999 Blackwell Science Ltd, Molecular Microbiology, 33, 556±568

Fig. 1. Immunolocation of the 112 kDa adhesin in
E. histolytica trophozoites.
A. Thin sections of trophozoites examined by
TEM using: (a) preimmune serum; (b) mAbAdh
on non-permeabilized trophozoites; (c) mAbAdh
on Triton X-100 permeabilized trophozoites.
Arrows show some streptavidin±colloidal gold
complexes used to detect mAbAdh.
B. Immuno¯uorescence on cryosectioned
trophozoites at different times of phagocytosis
using mAbAdh: (a) phase contrast of trophozoites
without RBCs; (b±f) immuno¯uorescence using
mAbAdh. (b) Trophozoites without RBCs; (c±f)
trophozoites after interaction with RBCs: (c) 30 s;
(d) 10 min; (e) 20 min; (f) 30 min. In (f), RBCs
were not lysed. Arrows show some RBCs.
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(Fig. 1Be). After 30 min of phagocytosis, the 112 kDa adhe-

sin was again located mainly in the plasma membrane

(Fig. 1Bf), suggesting recycling of the protein from the pha-

gocytic vacuoles. In some experiments, we did not lyse

RBCs to demonstrate that only those in contact with or

inside the trophozoites reacted with the antibody (Fig. 1Bf).

mAbAdh inhibits adherence, phagocytosis, cytopathic

effect and cytotoxicity

Live trophozoites were incubated with mAbAdh for 20 min

at 48C to block the 112 kDa adhesin before contact with

RBCs or MDCK cell monolayers. mAbAdh inhibited 54%

of the adherence of the RBCs. Phagocytosis of RBCs

was blocked by 41%, whereas destruction of MDCK cell

monolayers by live trophozoites was inhibited by 35%. Inhi-

bition of cell monolayer destruction by trophozoite extracts

incubated with mAbAdh was 62% (Fig. 2). A monoclonal

antibody against a surface protein (24 kDa) with unknown

function had no signi®cant effect on the virulence proper-

ties studied (Fig. 2) and was used as a control. These

experiments were performed in duplicate at least ®ve

times each.

Isolation of the 112 kDa adhesin gene(s)

After the functional studies were performed, we cloned

and analysed the genes encoding for the 112 kDa adhesin.

Using as a probe an 800 bp fragment that encodes a pep-

tide recognized by a monoclonal against the adhesin (Gar-

cõÂa-Rivera et al., 1997b), we obtained a 5.6 kb clone (see

Experimental procedures ) with two open reading frames

(ORFs) (1338 and 2061 bp) separated by 188 bp (Fig. 3).

The DNA fragment containing the ORFs was called Eh112.

The ORF at the 5 8 end of the Eh112 encodes a

cysteine protease-like protein

The 1338 bp ORF encodes a predicted protein of 446 amino

acids (EhCP112) with 27±31% identity to the cysteine pro-

teases reported for E. histolytica (Scholze and Schulte,

1988; Tannich et al., 1992; Bruchhaus et al., 1996) (Figs

3 and 4). The computer program SIGNAL PV1.1 suggested

that the ®rst 19 amino acids form the signal peptide of the

EhCP112 preproenzyme (Fig. 4). By comparison with

other cysteine proteases, we also found that the EhCP112

mature enzyme could start around the amino acid 137

(Fig. 4). In the position ÿ90 to ÿ71 amino acids is the

sequence ExxxRxxVFxxNxxxIxxxN (x� any amino acid

residue), characteristic of the cathepsins H- or L-like pro-

peptides (Karrer et al., 1993; Berti and Storer, 1995).

This sequence plays an important role in the activation

and processing of the mature cysteine proteases. The

active site of EhCP112 was located at the 25±33, 193

and 212±214 amino acid residues. In positions 111 and

182 are the cysteine residues that confer the proper fold-

ing to cysteine proteases (Cohen et al., 1986). EhCP112

protein presents a putative transmembrane segment in

259±280 amino acid residues and an RGD sequence

(114±116 amino acids), which has been reported as an

integrin attachment domain (Horwitz, 1997). This motif

could have a role in the contact of trophozoites with extra-

cellular matrix proteins in EhCP112. Mutation experiments,

currently in progress, will elucidate its function. No other

Q 1999 Blackwell Science Ltd, Molecular Microbiology, 33, 556±568

Fig. 2. Inhibition of adherence (Adh), phagocytosis (Ph), cytopathic
(CP) and cytotoxic effects (CT) by mAbAdh. Live trophozoites were
incubated with mAbAdh or mAb24 for 20 min at 48C before carrying
out Adh, Ph and CP assays. Trophozoite extracts were also
incubated 20 min at 48C with mAbs before carrying out CT on
MDCK cells. Adh, Ph, CP and CT in the absence of antibodies
were taken as 100% ef®ciency. Bars�SD.

Fig. 3. Schematic representation of the Eh112
DNA fragment and peptides. EhCP112, cysteine
protease; EhADH112, adhesin.
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known E. histolytica mature cysteine proteases exhibit an

RGD domain.

The second ORF of the Eh112 DNA fragment

encodes a 687-amino-acid protein

The Eh112 second ORF has 2061 bp (Fig. 3) and predicts a

protein (EhADH112) (Fig. 5) with no signi®cant homology

to any polypeptide in the databases. According to the TM

base program, the EhADH112 protein contains three puta-

tive transmembranal segments at 114±130, 176±195 and

224±247 amino acids and four possible N-glycosylation

sites at 352, 369, 562 and 600 amino acid residues (Fig.

5). EhADH112 has the fragment encoded by the recombi-

nant clone (422±687 amino acids) used as a probe (Fig. 3)

(GarcõÂa-Rivera et al., 1997b).

The Ehcp112 and Ehadh112 ORFs correspond to two

distinct genes, which may be in two genomic copies

We investigated whether the Ehcp112 and Ehadh112

ORFs were included in a single gene separated by a

Q 1999 Blackwell Science Ltd, Molecular Microbiology, 33, 556±568

Fig. 4. Alignment of EhCP112 with E. histolytica cysteine proteases (EhCP1 to EhCP6). Amino acid sequences were aligned by CLUSTAL W and
MAS programs. Amino acid residues are numbered at the end of each line. Common amino acid residues are in bold. Dashes represent gaps.
The putative signal peptide is underlined, and the arrowhead indicates the putative signal peptide cutting site. Putative beginning of the mature
enzyme is marked by (�1). The amino acid residues involved in the active site are boxed. *C residues involved in the folding of the mature
enzyme. ($) Putative transmembranal segment. ( #

±
) Arg-Gly-Asp (RGD) motif.
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188 bp putative intron, or whether they were two different

genes. In Northern blot assays, a 423 bp fragment (242±

665 bp) from the Ehcp112 gene recognized a 1.6 kb single

transcript, whereas a 600 bp probe (239±839 bp) from the

Ehadh112 gene hybridized with a single 2.1 kb band

(Fig. 6A). Both transcripts are slightly larger than the size

predicted from their sequences, because they have long

untranslated regions (UTRs), although E. histolytica gene

transcripts contain short 58-UTRs (9±18 nucleotides) in

general (Bruchhaus et al., 1993; Purdy et al., 1996; Hidalgo

and Orozco, 1997). Primer extension assays con®rmed

the presence of two transcripts in the Eh112 fragment

with long 58-UTRs. The Ehcp112 transcript starts 280

nucleotides upstream of the initiation codon, whereas the

Ehadh112 transcript exhibited two initiation sites at 69 and

150 nucleotides upstream of the initiation codon (Fig. 6B).

To corroborate that the Ehcp112 and Ehadh112 genes

are joined in the genomic DNA, we carried out polymerase

chain reaction (PCR) experiments using primers ¯anking

the 188 bp non-coding region (sense: Ehcp112 991±1008

nucleotides; antisense: Ehadh112 106±89 nucleotides)

and genomic DNA. The PCR ampli®ed a 641 bp fragment

corresponding to the predicted size, according to the pri-

mers used (Fig. 7A and C). Simultaneously, we carried

out a reverse transcriptase (RT)±PCR assay using total

RNA and the same primers. Reactions did not amplify

Q 1999 Blackwell Science Ltd, Molecular Microbiology, 33, 556±568

Fig. 5. Amino acid sequence of EhADH112. Amino acid residues are numbered at the end of each line. The epitope recognized by mAbAdh
is in bold. ($) Putative transmembranal segments. *N-glycosylation sites.

Fig. 6. Northern blot and primer extension
assays.
A. Northern blot assays. E. histolytica poly(A)�

RNA was fractionated by formaldehyde±agarose
electrophoresis, transferred to nylon membranes
and hybridized with Ehcp112 (CP) or Ehadh112
(ADH) [a-32P]-ATP-labelled probes. Molecular
size markers (Gibco BRL) are indicated at the
left.
B. Primer extension assays. The start sites of
transcripts were mapped using antisense primers
located downstream of the start codons of the
Ehcp112 (protease) and Ehadh112 (adhesin)
genes. A, C, G and T are products of the
sequencing reactions using the same primers.
P.E. lanes, cDNA products of the primer
extension assays. Numbers indicate the distance
from the start codon.
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any fragment in these conditions (Fig. 7A), showing the

absence of a single transcript in the Eh112 fragment. Posi-

tive controls using actin primers and internal primers for

the Ehcp112 gave the expected bands (data not shown).

We performed Southern blot experiments using endo-

nucleases that cut in sites ¯anking the 58 end of the

Ehcp112 (AccI) or the 38 end of the Ehadh112 (EcoRI)

probes or outside the Eh112 fragment (HindIII). Probes

from each gene hybridized with the same DNA bands,

except that, in EcoRI fragments, besides the signal for

both genes at 4.1 kb, we detected speci®c 2.3 kb and

1.0 kb fragments for Ehcp112 and Ehadh112 probes,

respectively, suggesting that there are two copies for both

genes (Fig. 7B). At least a Ehcp112 and a Ehadh112

gene copy are adjacent in the genomic DNA, whereas

the second genes may be joined and have an extra

EcoRI site between the probes, or they may be separated.

This second assumption is less probable because the

probes gave a single band with AccI and HindIII fragments.

Proteolytic activity of the recombinant EhCP112

peptide

mAbAdh inhibited the destruction of cell culture mono-

layers by trophozoite extracts (Fig. 2), and the EhCP112

amino acid sequence suggests that it is a cysteine pro-

tease (Fig. 4). Inhibition of the cytotoxic effect by mAbAdh

could result from the blockage of proteolytic activity pre-

sent in the 112 kDa adhesin. Bacteria transfected with

the Ehcp112 gene expressed a 53 kDa protein (49 kDa

from EhCP112 and 4 kDa from the vector) that was puri-

®ed through a Ni2� af®nity column. mAbAdh recognized

a single 112 kDa band in trophozoite extracts, a 53 kDa

protein in total extracts of IPTG-induced bacteria and the

puri®ed recombinant protein (Fig. 8A and B). Additionally,

the puri®ed recombinant protein, treated with pepsin, gave

a 30 kDa band corresponding to the mature EhCP112 pro-

tein degraded by the pepsin, which was also recognized

by mAbAdh (Fig. 8A and B). In these experiments, we

detected another band of about 75 kDa that may be a

remnant EhCP112±pepsin complex, because the samples

were not boiled to avoid loss of protease activity. Pure pep-

sin was not recognized by mAbAdh (Fig. 8A and B). In the

absence of protease inhibitors, the pepsin-treated peptide

presented gelatinase activity, not detected in non-induced

bacteria (Fig. 8C). The 112 kDa band puri®ed from pre-

parative gels was also recognized by the mAbAdh and

showed proteolytic activity in polyacrylamide±gelatin gels

(Fig. 8D).

The recombinant EhADH112 peptide inhibits

adherence and phagocytosis

Different EhADH112 fragments were used in adherence

and phagocytosis experiments to investigate their inhibitory

effect on these functions. A peptide containing the last 240

amino acids at the carboxy-terminal region (EhADH240)

was recognized by the mAbAdh (Fig. 9A and B). EhADH240
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Fig. 7. PCR and Southern blot assays using
Eh112 DNA fragments as primers and probes.
A. PCR and RT±PCR. Genomic DNA (lane 2)
and cDNA (lane 3) were used as template to
amplify a 641 bp fragment containing the 188 bp
non-coding region of Eh112. Lane 1, size
markers.
B. Southern blot assays. E. histolytica genomic
DNA (3 mg) was digested with: AccI (lane 1);
EcoRI (lane 2); HindIII (lane 3), electrophoresed
on 1% agarose gels and blotted onto nylon
membranes. The ®lters were hybridized with
probes from Ehcp112 (protease) and Ehadh112
(adhesin).
C. Map of the Eh112 fragment. Probes used for
Southern blot assays are shown as boxed areas.
Primers used for PCR and RT±PCR assays are
marked by arrows. Numbers below the line
correspond to the nucleotide numbers in Ehcp112
and Ehadh112.
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inhibited adherence and phagocytosis by 60% and 79%

respectively (Fig. 9C). In contrast, the peptide EhADH86,

with the last 86 amino acids of the carboxy-terminal region,

did not react with mAbAdh (Fig. 9A and B) and did not inhibit

adherence and phagocytosis, suggesting that the epitope

involved in adherence could be located between residues

447 and 601 of the EhADH112 protein. mAbAdh inhibits

the cytotoxic effect, a function related to protease activity,

Q 1999 Blackwell Science Ltd, Molecular Microbiology, 33, 556±568

Fig. 8. Expression and proteolytic activity of the
recombinant EhCP112 protein.
A. Extracts from IPTG-induced bacteria,
transformed with the Ehcp112 gene, cloned in the
pRSET vector, were separated on 10% SDS±
PAGE and stained with Coomassie blue. Lane 1,
molecular markers; lane 2, total extracts from
non-induced and induced (lane 3) bacteria; lane
4, the EhCP112 recombinant protein puri®ed
through a Ni2� af®nity column; lane 5, the
recombinant protein digested with pepsin; lane 6,
pepsin; lane 7, total extracts from E. histolytica
trophozoites.
B. Western blot of proteins described in (A) using
mAbAdh.
C. Proteolytic activity on polyacrylamide±gelatin
gels of the pepsin-treated EhCP112 recombinant
protein separated by PAGE co-polymerized with
0.1% gelatin. Lane 1, non-induced bacteria; lane
2, induced bacteria. Arrow shows the mature
34 kDa cysteine protease.
D. Protease activity of the 112 kDa adhesin. Lane
1, the adhesin analysed on 10% SDS±PAGE co-
polymerized with 0.1%gelatin and stained with
Coomassie blue; lane 2, the adhesin transferred
to nitrocellulose and incubated with mAbAdh.

Fig. 9. Expression of the recombinant EhADH112 protein and inhibition of adherence and phagocytosis.
A. Extracts from IPTG-induced bacteria transformed with fragments of Ehadh112, cloned in the pRSET vector, were separated on 15% SDS±
PAGE and stained with Coomassie blue. Lane 1, molecular size markers; lane 2, proteins from non-induced bacteria; lane 3, induced bacteria
transformed with a plasmid encoding for the last 86 amino acids; lane 4, induced bacteria transformed with a plasmid encoding for the 240
amino acids at the carboxy-terminal region of the EhADH112; lane 5, total extracts from E. histolytica trophozoites. Arrows show the position
of recombinant proteins in lanes 3 and 4.
B. Western blot of proteins described in (A) using mAbAdh.
C. Adherence and phagocytosis inhibition by EhADH240. RBCs were incubated with the EhADH240 recombinant protein for 20 min at 48C.
Then, adhesion (X) and phagocytosis (P) assays were performed. (W, L) Controls. Adhesion and phagocytosis in the absence of the
recombinant protein were taken as 100%. Bars�SD.

562 G. GarcõÂa-Rivera et al.



but it also inhibits adherence and phagocytosis. Besides

this, it recognizes EhCP112 and EhADH112. We searched

for homologous epitopes in both peptides. A 50% identity

was found between the amino acids located at position

281±292 in EhCP112 and the amino acids located at

562±573 in EhADH112. This identity could explain the

cross-reactivity of mAbAdh; however, more experiments

are necessary to ®nd the epitopes recognized by mAbAdh

accurately in both peptides. The region with 50% identity to

the EhCP112 fragment is located in the EhADH240 peptide.

The EhCP112 and EhADH112 peptides could be

joined by covalent or strong electrostatic forces

Once we knew that the 112 kDa adhesin is formed by two

polypeptides encoded by two different genes, we investi-

gated the effect of reducing and denaturing agents on

the adhesin. In total amoeba proteins, EhCP112 and

EhADH112 peptides were not separated in PAGE by reduc-

ing agents such as 5% b-mercaptoethanol, indicating that

disulphide bonds are not involved in the peptide interaction

(Fig. 10A). Urea (8 M) modi®ed the protein mobility and,

with or without 5% b-mercaptoethanol, a doublet was

detected at <142±157 kDa, which could be the 112 kDa

adhesin with the processed EhCP112 and the unprocessed

EhCP112 peptides. The bands could also correspond to

different degrees of glycosylation of the adhesin. However,

even in over-exposed ®lters, the EhCP112 and EhADH112

were not detected as separated peptides (Fig. 10B, lane 1).

The 112 kDa adhesin was puri®ed by af®nity columns

using mAbAdh (Fig. 10C) or PAb112 (not shown). Elution

of the proteins bound to the antibody was carried out by

0.05 M diethylamine (pH 11.5). Eluted proteins were sepa-

rated by PAGE and silver stained (Fig. 10D). Samples

were electrophoresed without (not shown) or with 5%

b-mercaptoethanol (Fig. 10D) and analysed by Western

blot assays using mAbAdh (Fig. 10E) or PAb112 (data

not shown). In the silver-stained gels, we observed a

112 kDa band, corresponding to the unbroken adhesin,

and two others bands of <75 kDa and 50 kDa, correspond-

ing to the EhCP112 and EhADH112 peptides (Fig. 10D).

Below 50 kDa, several bands of <42 kDa, 37 kDa and

22 kDa appeared, probably corresponding to the processed

EhCP112 or to degraded proteins, because all were recog-

nized by mAbAdh (Fig. 10E). Another 90 kDa protein recog-

nized by mAbAdh appeared in almost all experiments.

It could be a degradation product. If EhCP112 and

EhADH112 are covalently bound or strong electrostatic
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Fig. 10. Analysis and puri®cation of the 112 kDa
adhesin and ligand assays.
A. Trophozoite proteins were separated by
PAGE without (lane 1) or with (lane 2) 5%
b-mercaptoethanol, transferred to nitrocellulose
and revealed with mAbAdh.
B. Proteins were electrophoresed on 8 M urea
SDS±PAGE, transferred to nitrocellulose and
incubated with mAbAdh without (lane 1) or with
(lane 2) 5% b-mercaptoethanol. Proteins in lane 1
were over-exposed to the 4-chloro-1-naphthol.
C. Puri®cation of the 112 kDa adhesin by
mAbAdh af®nity column. Left arrow indicates the
point of wash buffer addition, and right arrow
indicates the point of elution buffer addition
(0.05 M diethylamine, pH 11.5, 0.2% DOC).
D. Silver-stained gel of puri®ed proteins from the
mAbAdh af®nity column. Lane 1, total extracts
from E. histolytica ; lane 2, proteins eluted from
the af®nity column, speci®cally bound to mAbAdh
(fractions 40±45).
E. Western blot of the eluted proteins. Lane 1,
eluted proteins separated by PAGE without or
with (lane 2) 5% b-mercaptoethanol, transferred
to nitrocellulose and incubated with the mAbAdh.
F. Ligand assays. Western blot of trophozoite
proteins adhered to ®xed RBCs incubated with
pAb112 (lane 1); IgGs against total E. histolytica
proteins (lane 2); RBCs proteins incubated with
IgGs against the 112 kDa adhesin (lane 3).
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forces are mediating between them; this is a question to be

resolved

To investigate whether the peptides forming the adhesin

were separated during phagocytosis, we carried out ligand

assays using glutaraldehyde-®xed RBCs. After 20 min pha-

gocytosis, the trophozoites were lysed by NP-40 detergent,

and the ingested ®xed RBCs were recovered and washed

extensively. The amoeba proteins adhered to them were

separated and detected by Western blot assays using

pAb112 and a serum against total proteins. The pAb112

revealed a single 112 kDa band (Fig. 10F). The polyclonal

antibodies against total proteins detected 160 kDa and

112 kDa bands and other minor products (Fig. 10F). Our

results indicate that the EhCP112 and EhADH112 pep-

tides function as a complex during phagocytosis.

Discussion

In this paper, we report that the E. histolytica 112 kDa adhe-

sin is formed by 49 kDa and 75 kDa polypeptides, encoded

by twodifferent genes separated by 188 bp. Characterization

of the genes and recombinant proteins demonstrated that

the 49 kDa polypeptide is a cysteine protease (EhCP112),

whereas the 75 kDa protein (EhADH112) has a domain

involved in the adherence of trophozoites to target cells.

The putative molecular weight of the mature protease is

about 34 kDa. Both proteins (EhCP112 and EhADH112)

give an estimated molecular weight of 109±124 kDa,

depending on whether the EhCP112 has or has not been

processed. The 112 kDa adhesin is a glycoprotein (our

unpublished data), and carbohydrates may also in¯uence

its molecular size.

According to the immuno¯uorescence experiments, the

112 kDa adhesin is translocated during phagocytosis from

the plasma membrane to phagocytic vacuoles. After 30 min

interaction, the adhesin comes back to the plasma mem-

brane. These results show that the 112 kDa adhesin is

directly involved in the ingestion of the target cell by the

trophozoites. Then, the adhesin is also a phagosin, i.e. a

protein involved in phagocytosis.

There is a possibility that mAbAdh could recognize two

independent proteins in the immunoelectron microscopy

and immuno¯uorescence experiments. However, we show

here experimental evidence supporting the hypothesis

that the 112 kDa adhesin is a complex formed by the

EhCP112 and EhADH112 peptides, which are not sepa-

rated during phagocytosis. The complex remained in the

presence of 8 M urea and b-mercaptoethanol, but was

broken by extreme acid (not shown) or basic pHs. Based

on these results, we hypothesize that EhCP112 and

EHADH112 could be covalently joined, or strong electro-

static forces may be maintaining the complex, but this

assumption needs to be proved. Experiments support-

ing the hypothesis that 112 kDa adhesin is formed by

EhCP112 and EhADH112 are as follows. (i) The polyclonal

(pAb112) (RodrõÂguez et al., 1989) and monoclonal anti-

bodies (our unpublished data) against the 112 kDa adhesin

detect only 112 kDa spots in two-dimensional PAGE. (ii)

The pAb112 (data not shown) and the mAbAdh recognize

the recombinant EhCP112 and EhADH112 polypeptides

and the 112 kDa adhesin in E. histolytica total extracts.

(iii) Polyclonal antibodies generated against a fragment

of the recombinant EhADH112 protein react with a single

112 kDa band in total E. histolytica proteins (data not

shown). (iv) Under extreme pH conditions, the 112 kDa

adhesin is broken into two peptides with an estimated

molecular weight of 70±72 kDa and 50±56 kDa (Rigothier

et al., 1992), which may correspond to EhADH112 and

EhCP112 (Fig. 10C±E) respectively. (v) The puri®cation

of the 112 kDa adhesin by af®nity chromatography using

mAbAdh (Fig. 10C) or pAb112 (Rigothier et al., 1992)

gave three bands with estimated molecular weights of

112 kDa, 75 kDa and 50 kDa, which may also correspond

to the 112 kDa adhesin complex and the EhCP112 and

EhADH112 peptides. (vi) Ligand assays using ®xed RBCs

and live trophozoites or trophozoite extracts demonstrated

the presence of an E. histolytica 112 kDa protein adhered

to RBCs and recognized by pAb112 (Fig. 10F).

mAbAdh inhibited the adherence, phagocytosis and

destruction of cell culture monolayers. Phagocytosis and

cytopathic effect of trophozoites are two adherence-

dependent functions, and the adhesin is directly involved

in phagocytosis. However, the destruction of cell culture

monolayers by the trophozoite extracts has no direct rela-

tionship with adherence. EhCP112 and EhADH112 pep-

tides share an epitope with 50% identity, which could be

recognized by mAbAdh in both peptides. This epitope

was not found in other E. histolytica cysteine proteases,

explaining why the mAbAdh gives a single band in Western

blot experiments using total trophozoite extracts. The mul-

tiple function of surface proteins as adhesins and proteases

have been reported in bacteria, such as Staphylococcus

saprophyticus (Hell et al., 1998) and Porphyromonas gingi-

valis (Pike et al., 1996; Bhogal et al., 1997), and in proto-

zoan, such as Trichomonas vaginalis (Arroyo and Alderete,

1989). Only partial inhibition of phagocytosis and adher-

ence was obtained with mAbAdh or with the recombinant

EhADH112 peptide. The N-acetylgalactosamine-inhibitable

lectin (Ravdin and Guerrant, 1981), which is also formed

by two peptides (Petri et al., 1989), participates in adher-

ence, and a serine-rich membrane protein (Stanley et al.,

1990) has also been involved in the trophozoite±target cell

contact. The 112 kDa adhesin and these proteins could

interact with the target cell to make a more speci®c con-

tact. Other cysteine proteases, in addition to EhCP112,

may also be involved in cell destruction.

Northern blot and primer extension experiments showed

the presence of two independent transcripts in the Eh112
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DNA fragment, discarding the theory that the 188 bp

between Ehcp112 and Ehadh112 could be an intron. RT±

PCR experiments con®rmed this, and Southern blot

assay showed that the Ehcp112 and Ehadh112 genes

are joined in the DNA. The short distance between the

two genes suggests that their expression could be co-

regulated. According to the promoter size of other E. histo-

lytica genes (Bruchhaus et al., 1993; GoÂmez et al., 1998;

PeÂrez et al., 1998), a fragment of the Ehadh112 promoter

may be inside the Ehcp112 gene. Our transfection experi-

ment in progress using upstream regions of both genes

supports this assumption. Long UTRs were present in

both genes, and no TATA boxes were located in any

of them (data not shown). These similar characteristics

could also be related to the expression regulation of both

genes. In Northern blot assays, we always detected the

Ehcp112 or Ehadh112 as independent transcripts, includ-

ing in over-exposed and over-loaded gels, supporting the

fact that both genes are independently transcribed to pro-

duce the EhCP112 and EhADH112 peptides, which form

the 112 kDa adhesin.

Experimental procedures

E. histolytica cultures

Trophozoites of clone A strain HM1:IMSS (Orozco et al.,
1983) were cultured axenically in TYI-S-33 medium and har-
vested during the logarithmic growth phase (Diamond et al.,
1978).

Immunolocation of the adhesin by TEM and

¯uorescence microscopy

Trophozoites were ®xed for 30 min at 378C with 2.5% glutar-
aldehyde in 0.1 M cacodylate buffer and washed with phos-
phate-buffered saline (PBS). Permeabilized (0.5% Triton
X-100) or non-permeabilized trophozoites were incubated
for 60 min at 378C with mAbAdh (titre 1:400), obtained as
described previously (Arroyo and Orozco, 1987). Then, cells
were incubated for 5 min at room temperature with 5% goat
normal serum in PBS, for 30 min with goat anti-mouse biotiny-
lated IgGs (BRL, USA) (titre 1:200) and for 30 min with the
streptavidin±colloidal gold complexes (BRL, USA) diluted
1:10 in 20 mM Tris, pH 8.2, 0.15 M NaCl and 1% BSA (Sigma
Chemicals). Trophozoites were post-®xed with 1% OsO4,
dehydrated through a graded series of ethanols and propy-
lene oxide and embedded in Epon 812. Thin sections were
stained with uranyl acetate and lead citrate and examined
using a JEOL-I00-SX EM. Preimmune and a non-related
serum were used as controls in all experiments.

For immuno¯uorescence assays, the trophozoites were
incubated with RBCs (1:100) for different times. In some
experiments, non-ingested RBCs were hypotonically lysed,
and samples were ®xed with 3% paraformaldehyde for 2 h.
Cells were embedded in 5% gelatin in PBS, post-®xed with
paraformaldehyde for 2 h at room temperature, blocked by

glycine, incubated for 15 min in a graded series of PBS/
2.3 M saccharose and cryosectioned (Tokuyasu, 1973). Sam-
ples were stained with 0.0025% Evans blue in 0.1 M PBS for
30 min, incubated with mAbAdh for 1 h at 378C, for 5 min with
3% goat normal serum and for 30 min at 378C with a ¯uores-
cein-labelled anti-mouse second antibody (1:100). Prepara-
tions from three independent experiments were observed
through a ¯uorescence microscope (Polyvar).

Adherence, erythrophagocytosis, cytopathic and

cytotoxic assays

Adherence, phagocytosis, cytopathic effect and cytotoxic
assays were carried out as described previously (Orozco et
al., 1983; Bracha and Mirelman, 1984). For inhibition assays,
trophozoites or target cells were preincubated at 48C for
20 min with mAbAdh or with recently obtained recombinant
protein respectively. All experiments were carried out in dupli-
cate at least ®ve independent times.

Cloning and sequencing of the 112 kDa adhesin

An 800 bp insert encoding for a peptide recognized by mAb5
against the 112 kDa adhesin (GarcõÂa-Rivera et al., 1997b) was
random primer labelled with [a-32P]-dATP (Boehringer Mann-
heim) and used as a probe on a lZapII cDNA library (SaÂnchez
et al., 1994). Then, a 600 bp DNA fragment was PCR ampli-
®ed from a positive cDNA clone and used as a probe to obtain
a 5.6 kb clone from a lZapII genomic library (Descoteaux
et al., 1992). Sequencing was performed with overlapping oli-
gonucleotides by the dideoxynucleotide chain-termination
method (Sanger et al., 1977) using Sequenase kit, version
2.0 (US Biochemicals) (these sequences have been submitted
to the DDJ/EMBL/GenBank databases under accession num-
ber AF127375). Sequence data analysis and sequence align-
ments were performed with the FASTA algorithm (Pearson and
Lipman, 1988) in the EMBL and GenBank databases. The
localization of consensus sequences was performed with the
software package of the University of Wisconsin Genetics
Computer Group (Devereux et al., 1984) and the TM base com-
puter program (Hofman and Stoffel, 1993).

Northern blot, primer extension, Southern blot and

PCR assays

For Northern blot assays, poly(A�) RNA was puri®ed from
total RNA through a poly(U)-Sephadex column (Gibco BRL).
Five micrograms were electrophoresed on 1% formaldehyde
(w/v) agarose gels and transferred to nylon membranes (Sam-
brook et al., 1989). Ehcp112 (242±665 bp) and Ehadh112
(239±839 bp) probes were a-32P-labelled using a random-
primed DNA labelling kit (Sambrook et al., 1989) and used
for hybridization. Hybridization was performed at 428C, and
®lters were washed at 428C, 0.1% SDS and 0.1´ SSC.

Primer extension assays were carried out using a reverse
transcriptase sequencing kit (Promega) (Sambrook et al.,
1989). Ten micrograms of total RNA were hybridized to a g

end-labelled 17 bp primer (58-CCGTAGACAAATTGTTT-38)
complementary to nucleotides �80 to �97 of the Ehcp112
gene or to a 17 bp primer (58-TCTAACACACAGTTCTG-38)
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complementary to nucleotides � 89 to �106 of the Ehadh112
gene. Annealing was carried out at 428C for 25 min and exten-
sion at 428C for 30 min with 15 U of avian myeloblastosis virus
reverse transcriptase (Promega). Nucleic acids were sepa-
rated by electrophoresis on 8% urea±polyacrylamide gels.
The product lengths were determined by comparison with
DNA sequences obtained with the same primer.

PCR assays were performed using primers ¯anking the
188 bp non-coding region and genomic E. histolytica DNA
as template. As a sense primer, we used an oligonucleotide
complementary to the � 991 to �1008 bp of the Ehcp112
(58-TAGTATTGATGGATGGG-38) and as an antisense primer
an oligonucleotide complementary to the � 106 to � 89 bp of
Ehadh112 (58-TCTAACACACAGTTCTG-38). PCR was car-
ried out at 948C, 478C and 728C, 1 min each for 30 cycles.
For RT±PCR assays, 2 mg of total RNA was used to synthe-
size the cDNA using a reverse transcriptase sequencing kit
(Sambrook et al., 1989). Then, PCR was performed with the
same primers and under the same conditions. Positive con-
trols were performed using actin primers and internal primers
for the coding regions of the Ehcp112 and Ehadh112 genes.
For Southern blot assays, 3 mg of E. histolytica DNA was
digested with AccI, EcoRI and HindIII, and the products were
separated on 1% agarose gels, transferred to nylon membrane
and hybridized with Ehcp112 (242±667 bp) and Ehadh112
(239±839 bp) probes, a-32P-labelled by the random-primed
DNA labelling kit.

Cloning and expression of EhCP112 and EhADH112

peptides in the pRSET vector

The whole Ehcp112 gene and different DNA fragments of the
Ehadh112 gene were cloned in the pRSET expression vector.
E. coli strain BL21(DE3) (Novagen) was transformed with the
plasmids, and recombinant proteins were expressed by induc-
tion with 1 mM IPTG for 3 h at 378C (Sambrook et al., 1989).
Proteins were separated by SDS±PAGE with or without 5%
b-mercaptoethanol (Laemmli, 1970) and transferred to nitro-
cellulose membranes for mAbAdh recognition by Western
blot assays (Towbin et al., 1979). Recombinant proteins
were puri®ed under denaturing conditions through a Ni2�-
NTA af®nity column (Qiagen).

Proteolytic activity

For proteolytic activity assays, total E. histolytica proteins
without protease inhibitors were separated on a 10% SDS±
PAGE with 5% b-mercaptoethanol. The adhesin was identi-
®ed by Western blot assays (Towbin et al., 1979) and puri®ed
from the preparative gels. All procedures were carried out at
48C. The puri®ed adhesin or extracts from E. coli containing
the pRSET-Ehcp112 plasmid were electrophoresed in 10%
SDS±PAGE co-polymerized with 0.1% gelatin as described
previously (Rigothier et al., 1992). Proteolytic activity was
located as a clear band against the Coomassie blue-stained
background.

SDS±PAGE and Western blot

Trophozoites were washed twice in PBS at 48C and lysed by

freeze±thawing in the presence of 2 mM phenylmethylsulpho-
nyl ¯uoride (PMSF) and 20 mM p-hydroxymercuribenzoic
acid (PHMB). The samples were boiled with or without 5%
b-mercaptoethanol in Laemmli buffer, with or without 8 M
urea. Samples were electrophoresed on 10% SDS±PAGE or
8 M urea SDS±PAGE, transferred to nitrocellulose membranes
and incubated with the mAbAdh overnight at 48C, then with
goat anti-mouse peroxidase for 4 h at room temperature and,
®nally, with 4-chloro-1-naphthol and 0.04% H2O2 (Towbin et
al., 1979).

Puri®cation of the112 kDa adhesin by immunoaf®nity

chomatography

Total proteins (20 mg) with protease inhibitors (100 mM PHMB
and 100 mM N-ethylmaleimide) were puri®ed in an af®nity col-
umn prepared with mAbAdh according to March et al. (1974).
After passing the amoeba extracts through the column, it was
exhaustively washed with buffer (0.02 M Tris-HCl, pH 8.3,
0.15 M NaCl and 0.2% DOC) to removed unbound proteins.
The proteins bound to the Sepharose-mAbAdh were eluted
with a buffer containing 0.05 M diethylamine, pH 11.5, and
0.2% DOC (Williams and Barclay, 1984). Protein concentration
was monitored at 280 nm, and eluant peaks were electrophor-
esed on 7.5% SDS±PAGE with or without 5% b-mercap-
toethanol. Gels were silver stained, and proteins were
transferred to nitrocellulose and incubated with mAbAdh for
Western blot assays.

Ligand assays

These experiments were carried out as described previously
(RodrõÂguez et al., 1989). Brie¯y, trophozoites were incubated
for 20 min at 378C with 2.5% glutaraldehyde-®xed human
RBCs in the presence of 1 mg mlÿ1 BSA. Then, trophozoites
were lysed by 0.1% NP-40; RBCs were recovered and washed
exhaustively. RBCs were boiled in Laemmli buffer with 5%
b-mercaptoethanol and centrifuged; supernatants containing
amoebic proteins released from the RBC surface were sub-
jected to 10% SDS±PAGE. Gels were transferred to nitro-
cellulose and incubated with mAbAdh or with a serum against
total amoebic proteins.
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Summary

EhCP112 is an 

 

Entamoeba histolytica

 

 protease that
together with the EhADH112 protein forms the EhC-
PADH complex involved in trophozoite virulence.
Here, we produced the recombinant EhCP112 and
studied its relationships with extracellular matrix
components and with target cells. A DNA fragment
containing the pro-peptide and the mature enzyme
was expressed in bacteria as an active enzyme
(rEhCP112), whereas the full gene containing the sig-
nal peptide, the pro-peptide and the mature enzyme
expressed a non-active protein. The fragment only
with the mature enzyme was not expressed.
rEhCP112 purified by affinity columns digested azo-
casein and had a strong autoproteolytic activity. Four
hours after purification the protein appeared
degraded. Anti-tag antibodies, monoclonal antibodies
against the EhCP112 and sera from human patients
with amoebiasis recognized rEhCP112. rEhCP112
digested gelatin, collagen type I, fibronectin and hae-
moglobin; it destroyed MDCK cell monolayers and
bound to red blood cells. The native EhCP112 was
poorly expressed in a virulence-deficient mutant, and
in the wild-type clone it was located in secreted ves-
icles, forming the EhCPADH complex. Altogether
these results show that EhCP112 is a molecule able
to disrupt cell monolayers and digest proteins of the
extracellular matrix and haemoglobin, and it is
secreted by the trophozoites.

Introduction

 

Cysteine proteinases (CPs) have been associated in pro-
tozoan parasites to cytoadherence, haemolysis, cytotox-
icity, degradation of extracellular matrix components,
evasion of the immune response and nutrient acquisition
(McKerrow 

 

et al

 

., 1993; Alderete and Provenzano, 1997;
Alvarez-Sanchez 

 

et al

 

., 2000; Mendoza-Lopez 

 

et al

 

.,
2000; Klemba and Goldberg, 2002; Sajid and McKerrow,
2002). All these functions are related to tissue coloniza-
tion and invasion by the parasites; and characterization of
CPs genes and their products have confirmed their rele-
vance in host tissue invasion and colonization (Rosenthal

 

et al

 

., 1994; Bruchhaus 

 

et al

 

., 1996; Bart 

 

et al

 

., 1997;
Omara-Opyene and Gedamu, 1997; Tomas 

 

et al

 

., 1997;
Hellberg 

 

et al

 

., 2002; Joshi 

 

et al

 

., 2002; Que 

 

et al

 

., 2002;
Mottram 

 

et al

 

., 2003; Skelly 

 

et al

 

., 2003).
Since 1986 that Keene 

 

et al

 

. identified the first CP in

 

Entamoeba histolytica

 

, the protozoan responsible for
human amoebiasis, 20 different CPs belonging to the clan
CA have been found (Bruchhaus 

 

et al

 

., 2003). However,
only few are expressed in cultured trophozoites (Bruch-
haus 

 

et al

 

., 2003) and few 

 

E. histolytica

 

 CPs genes have
been cloned and characterized (Bruchhaus 

 

et al

 

., 1996;
Hellberg 

 

et al

 

., 2002; Que 

 

et al

 

., 2002). 

 

E. histolytica

 

 CPs
disrupt cell culture monolayers (Feingold 

 

et al

 

., 1985;
Jacobs 

 

et al

 

., 1998), and virulence of the strains corre-
lates with the CP activity showed by the trophozoite
extracts (Gadasi and Kobiler, 1983; Lushbaugh 

 

et al

 

.,
1984; Reed 

 

et al

 

., 1989a; Keene 

 

et al

 

., 1990; Benitez-
Bribiesca 

 

et al

 

., 1992; Gupta 

 

et al

 

., 1998; Carpeniseanu

 

et al

 

., 2000). In experimental amoebiasis, liver abscesses
formation is abolished by specific CPs inhibitors (Li 

 

et al

 

.,
1995). Moreover, the inhibition of CPs expression by spe-
cific antisense RNAs induces a low rate of phagocytosis
in trophozoites (Ankri 

 

et al

 

., 1998), reduces the liver
abscesses production (Ankri 

 

et al

 

., 1999) and prevents
intestinal inflammation in animal models resulting from the
IL-1B converting activity displayed by 

 

E. histolytica

 

 (Zhang

 

et al

 

. 2000).
Using monoclonal antibodies and adherence-deficient

mutants, we identified an 

 

E. histolytica

 

 adhesin with a
molecular weight estimated by SDS-PAGE in 112 kDa
(Arroyo and Orozco, 1987). The isolation of the DNA
encoding for this molecule revealed that it is a two
polypeptides complex (EhCPADH) formed by an adhesin
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(EhADH112) and a CP (EhCP112), and according with
the amino acid sequences of both polypeptides, the
molecular weight of this complex is 124.6 kDa (Garcia-
Rivera 

 

et al

 

., 1999). EhCPADH binds to target cells and it
is internalized with them during phagocytosis (Rodriguez

 

et al

 

., 1989; Garcia-Rivera 

 

et al

 

., 1999). Antibodies
against the EhCPADH complex inhibit trophozoites adher-
ence and phagocytosis and reduce the cell cultures
destruction produced by live trophozoites and their
extracts (Arroyo and Orozco, 1987; Rodriguez 

 

et al

 

.,
1989; Garcia-Rivera 

 

et al

 

., 1999). Two adjacent genes
separated only by 188 bp encode EhCP112 and
EhADH112 polypeptides. In addition, the 

 

Ehcp112

 

 gene
is separated by 332 bp of the 

 

EhRabB

 

 gene, involved also
in phagocytosis (Rodriguez 

 

et al

 

., 2000), whose open
reading frame is in the complementary DNA strand. The
transcriptional regulatory regions of these three genes are
inside the open reading frame of one of the other two
genes (our unpublished results) forming a cluster of genes
involved in virulence functions, suggesting that their
expression might be co-regulated.

EhCP112 is a 446 aa polypeptide, that, according to the
TMpred programme (Hofmann and Stoffel, 1993), has a
putative transmembranal segment. It also contains a RGD
domain that may interact with cellular integrins (Garcia-
Rivera 

 

et al

 

., 1999). Remarkably, immunization of ham-
sters with the recombinant EhADH112 protein or with a
mixture of 

 

Ehadh112

 

 and 

 

Ehcp112

 

 cDNA inhibits liver
abscesses formation by virulent trophozoites (Madriz

 

et al

 

., 2004; Martinez-Lopez 

 

et al

 

., 2004). Here, we stud-
ied the biological characteristics of EhCP112 as well as
its role in virulence using the recombinant active
rEhCP112 produced in 

 

Escherichia coli

 

 and showed that
EhCP112 is secreted by live trophozoites.

 

Results

 

Expression of an active recombinant EhCP112

 

The 

 

Ehcp112

 

 gene (Fig. 1A) has two characteristics that
make it an interesting molecule to be studied: (i) It has the
RDG domain. Among the 20 

 

E. histolytica

 

 CPs described,
only the EhCP5, EhCP18 and EhCP112 present this
domain, but the 

 

EhCP5

 

 RDG is out of the mature CP
(Bruchhaus 

 

et al

 

., 2003), suggesting that it may not be
functional and EhCP18 gene has been poorly studied. (ii)
The EhCPADH complex, formed by EhCP112 and
EhADH112, is located in cytoplasmic vesicles and in the
plasma membrane of the trophozoites and it is involved in
the parasite virulence (Garcia-Rivera 

 

et al

 

., 1999). To
study the biological characteristics of the EhCP112 pro-
tein, separated of the EhCPADH complex, we produced
the recombinant EhCP112 (rEhCP112). We generated
three distinct constructs containing different fragments of

the 

 

Ehcp112

 

 gene to select the construct that produced
an active enzyme. The 1338 bp full-length 

 

Ehcp112

 

 gene
was expressed in bacteria as a 54 kDa polypeptide
(Fig. 1B) containing the signal peptide, the pro-peptide,
the mature enzyme and the poly-histidine tag (4.8 kDa)
encoded by the pTrcHis C vector. This protein has no
activity on polyacrylamide-gelatin gels (Fig. 1B), but it pre-
sented proteolytic activity after limited digestion with pep-
sin, which produced an approximately 34 kDa active
peptide (Garcia-Rivera 

 

et al

 

., 1999). The 1278 bp gene
fragment expressed a 52 kDa polypeptide (46.9 kDa of
the CP) with the pro-peptide and the mature enzyme
(Fig. 1C). This polypeptide displayed protease activity,
demonstrated by the presence of a 52 kDa clear band on
polyacrylamide-gelatin gels (Fig. 1C). rEhCP112 activity
was inhibited by E64, TLCK and N-ethyl maleimide
(NEM), which are CPs inhibitors, whereas PMSF and
EDTA have no effect on its activity (data not shown). The
984 bp gene fragment was not expressed in bacteria,
probably because of the toxicity of the mature protease
(Fig. 1D). The 52 kDa rEhCP112 polypeptide was used in
all experiments reported here.

 

Purification of rEhCP112

 

The 52 kDa rEhCP112 polypeptide was purified through
Ni

 

2+

 

-NTA affinity columns using extracts from induced bac-
teria (Fig. 2A). rEhCP112 was detected at 280 nm of
absorbance in a single fraction of the column elute. In
SDS-PAGE, carried out immediately after the purification,
this fraction presented at least two bands, the upper one
(52 kDa) appeared enriched in comparison with proteins
of the same migration detected in other fractions (Fig. 2A,
inset). Figure 2B exhibits a representative experiment on
the enzyme activity on azocasein immediately after its
purification. Using 6 

 

m

 

g of the enzyme, the substrate
digestion was lineal but low, whereas with 60 

 

m

 

g of
rEhCP112, azocasein digestion was higher and also lin-
eal. Both graphics presented a slot of 0.0002 units of
absorbance 

 

m

 

g

 

-

 

1

 

 min

 

-

 

1

 

, indicating that the specific velocity
of rEhCP112 is the same in both concentrations with a
specific activity of 0.99 U 

 

m

 

g

 

-

 

1

 

 of rEhCP112. When we
performed the experiments 24 h after purification, the
enzyme showed very low activity (data not shown). By
Western blot experiments, we evaluated the proteolysis of
the enzyme after different times of purification. The
rEhCP112 protein was electrophoresed immediately after
purification or incubated at 4

 

∞

 

C for 2 and 4 h after its
elution from the column. In the elution fraction analysed
immediately or before 2 h purification, the anti-tag anti-
bodies recognized the 52 kDa band (Fig. 2C, lane 1) and
in some experiments they also reacted with other bands
of lower molecular weight. Four hours after purification,
this band, probably corresponding to the active enzyme,
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diminished (Fig. 2C, lane 2). In nitrocellulose membranes
containing rEhCP112 electrophoresed 4 h after its purifi-
cation, the polyclonal antibodies against EhCP112
revealed a smear from the upper band to the bottom of
the gel, showing the enzyme degradation (Fig. 2C, lane
4). Controls omitting the first antibodies gave no reaction
with the anti-tag or with the anti-EhCP112 antibodies
(Fig. 2C, lanes 3,5). These results suggested that
rEhCP112 may be degraded by autoproteolysis or by a
contaminating bacterial protease. According with these
results, further analyses were always performed using
fresh enzyme preparations.

 

EhCP112 is immunogenic in human patients

 

In Western blot assays anti-histidine tag antibodies recog-
nized two 52 and 40 kDa bands in extracts from induced
bacteria (Fig. 3A, lane 2), but not in non-induced bacteria
(Fig. 3A, lanes 1), demonstrating that they reacted specif-

ically with rEhCP112. Then, we purified the enzyme as
above and performed a preparative gel with the purified
protein that was transferred to nitrocellulose. Several
strips were cut and incubated with different antibodies.
The identity and integrity of the purified enzyme was
corroborated by Western blot assays using the anti-
EhCPADH mAb (Fig. 3B, lane 1). This mAb recognizes a
common epitope in the EhCP112 and EhADH112
polypeptides and reacts with a single 124.6 kDa band in
total 

 

E. histolytica

 

 proteins, which corresponds to the
EhCPADH complex (Garcia-Rivera 

 

et al

 

., 1999; Madriz

 

et al

 

., 2004). The mAb recognized the two 52 and 40 kDa
bands.

The immunogenicity of the enzyme 

 

in vivo

 

 was investi-
gated using human sera of patients with amoebiasis and
strips of the preparative gel. All sera tested (

 

n

 

 = 10)
reacted with the same two bands of 52 and 40 kDa. Rep-
resentative results are shown in Fig. 3B, lanes 2–4. The
sera of healthy persons (

 

n

 

 = 5) did not react with the

 

Fig. 1.

 

Cloning and expression of different Ehcp112 gene fragments.
A. Diagram of the 

 

Ehcp112

 

 gene located in the 

 

E. histolytica

 

 genome between 

 

Ehadh112

 

 and 

 

EhrabB

 

 genes. Numbers below show the bp of 
the non-coding regions between genes. Arrows indicate the transcription initiation sites and transcription sense. Below the diagram is the putative 
EhCP112 protein encoded by 

 

Ehcp112

 

 with 19 aa of the signal peptide, 117 aa of the pro-peptide and 310 aa of the mature enzyme.
B–D. Proteins of bacteria transformed with different fragments of 

 

Ehcp112

 

 gene (below each gel is the diagram of the corresponding polypeptide 
encoded by each gene fragment). Lane 1, molecular weight markers; lane 2, non-induced bacteria; lane 3, IPTG-induced bacteria. Black squares 
at the right of each gel show the polyacrylamide-gelatin gels with the bacteria proteins. Arrows in the gels indicate the recombinant EhCP112 
protein. In the bottom of the gels are represented the rEhCP112 polypeptides encoded by each construction. sp, signal peptide; pp, pro-peptide; 
RGD, integrin-attachment domain; TS, transmembranal sequence.
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rEhCP112 enzyme (Fig. 3B, lane 5), neither with the con-
trols in which primary antibodies were omitted (data not
shown). Our results suggest that the EhCP112 enzyme is
immunogenic in patients with human amoebiasis.
Although these experiments showed that human sera rec-
ognize EhCP112, they do not discard that this recognition
could be due to cross-reactivity of the antibodies against
other 

 

E. histolytica

 

 CPs. However, the similar patterns
seen with human sera and with the monoclonal antibodies
could also suggest that all antibodies are recognizing the
same protein.

 

REhCP112 degrades collagen type I, fibronectin and 
destroys cell monolayers

 

In general, CPs participate in invasion of tissues by E.
histolytica trophozoites (Reed et al., 1989b; Bruchhaus
et al., 1996; Ankri et al., 1999). During invasion, CPs face
different substrates in the host, mainly those forming the
extracellular matrix, which may be degraded to allow the
trophozoite invasion. We investigated the activity of
rEhCP112 on collagen type I and fibronectin. As control,
we used total E. histolytica extracts on polyacrylamide-
collagen and -fibronectin gels. rEhCP112 degraded both
collagen type I and fibronectin (Fig 4A and B). Migration
of the protease in the gels and degradation patterns were
different for both substrates. While on collagen type I we
observed a smear and a 52 kDa band (Fig. 4A), on
fibronectin a single band with an atypical migration was
reproducibly detected (Fig. 4B). The trophozoite extracts

showed a smear from the origin to the bottom of the gel
on both substrates, but activity on collagen type I was
much stronger (Fig 4A and B).

Cell monolayers destruction by trophozoites extracts
begins with the rounding of the cells, followed by their
release from the substrate suggesting that trophozoites
proteases produce cell detachment (Ravdin et al., 1980).
To determine whether EhCP112 participates in this event,
MDCK cell monolayers were incubated with distinct
amount of rEhCP112. After 1–2 h interaction, trophozoites

Fig. 2. Purification of the active rEhCP112 protein.
A. rEhCP112 was purified from induced bacteria extracts using Ni2+-NTA resin. Continuous line indicates the A280 of the fractions eluted from the 
column. Numbers indicate the three fractions that are in the gel in the inset. (�–�) imidazole concentration.
B. Activity on azocasein of 6 (�–�) and 60 (�–�) mg of the rEhCP112 obtained from fraction 2 in A.
C. Western blot of gels containing rEhCP112 2 h (lanes 1,3,5) and 4 h (lanes 2,4) after its purification. Lanes 1–3, anti-tag antibodies; lanes 4–
5, anti-rEhCP112 antibodies; lanes 3 and 5, controls in which the primary antibody was omitted.

Fig. 3. Immunogenicity of EhCP112. rEhCP112 was expressed in 
IPTG-induced bacteria, purified by Ni2+-affinity columns and analysed 
by Western blot.
A. Extracts from non-induced (lane 1) and IPTG-induced (lane 2) 
bacteria detected by anti-tag antibodies.
B. Strips of nitrocellulose membrane in which the purified rEhCP112 
was transferred from a preparative gel revealed by: lane 1, anti-
EhCPADH mAb; lanes 2–4, human sera from patients with amoebi-
asis; lane 5, human serum from a healthy person.
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extracts destroyed 100% of MDCK cells (Fig. 4C), while
4.5, 3 and 1.5 mg of rEhCP112 damaged the monolayers
in 65% ± 13%, 55% ± 10% and 40% ± 15%, respectively
(Fig. 4C). The addition of 1 mg of anti-EhCPADH mAb to
a well containing 4.5 mg of rEhCP112 inhibited cell
destruction (Fig. 4C). These results showed that
EhCP112 is able to degrade collagen type I and fibronec-
tin and to produce cell monolayer disruption.

rEhCP112 binds to red blood cells (RBCs) and digests 
human haemoglobin

RBCs are also target cells of E. histolytica trophozoites.
We performed ligand assays to investigate whether

rEhCP112 binds to RBCs (Rodriguez et al., 1989), using
the rEhCP112 protein. RBCs were incubated with the
purified rEhCP112 or with rEhRabB (Rodriguez et al.,
2000), as a control. Then, they were incubated with the
corresponding anti-EhCPADH mAb or with anti-EhRabB
rabbit antibodies. The binding of the recombinant proteins
to RBCs was revealed with fluoresceinated secondary
anti-mouse or anti-rabbit antibodies, respectively. Fluores-
cence was detected only around the RBCs incubated with
the rEhCP112 and anti-EhCPADH mAb (Fig. 5B). No sig-
nal was observed when RBCs were incubated with
rEhRabB, followed by incubation with specific antibodies
against EhRabB (Fig. 5A) or when rEhCP112 was omitted
(Fig. 5C).

Fig. 4. rEhCP112 has activity on collagen type 
I, fibronectin and MDCK monolayers.
A. Polyacrylamide-collagen gels.
B. Polyacrylamide-fibronectin gels. Lane 1, 
purified rEhCP112; lane 2, total trophozoite 
extracts. Arrows indicate the 52 kDa recombi-
nant EhCP112 polypeptide.
C. MDCK monolayer destruction using: TP, 
extracts from 1 ¥ 106 trophozoites; 4.5, 3 and 
1.5 mg of the purified rEhCP112; PBS, mono-
layer incubated only with PBS; 
mAb + rEhCP112, 4.5 mg of the enzyme plus 
1 mg of anti-EhCPADH mAb.

Fig. 5. rEhCP112 adheres to RBCs and 
digests haemoglobin. (A–C) Immunofluores-
cence of RBCs coated with:
A. rEhRabB and revealed with anti-EhRabB 
and anti-rabbit fluoresceinated secondary 
antibody.
B. rEhCP112 and revealed with anti-EhCPADH 
mAb and anti-mouse fluoresceinated second-
ary antibody.
C. BSA and revealed with anti-EhCPADH mAb 
and anti-mouse fluoresceinated secondary 
antibody.
D. Polyacrylamide-haemoglobin gel. Lane 1, 
purified rEhCP112; lane 2, total E. histolytica 
proteins. Arrow indicates the 52 kDa recombi-
nant EhCP112 polypeptide.
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Immunofluorescence assays using cryosections of tro-
phozoites that had ingested RBCs located the EhCPADH
complex on the surface of the trophozoites and on and
inside the ingested RBCs (Garcia-Rivera et al., 1999).
This suggested that EhCPADH complex has affinity not
only for the RBCs surface, but also for haemoglobin.
Based on this, we examined the ability of rEhCP112 to
degrade haemoglobin using polyacrylamide-haemoglobin
gels. A clear band appeared in the polyacrylamide-
haemoglobin gels, showing that rEhCP112 digests hae-
moglobin (Fig. 5D, lane 1). Total extracts of trophozoites
gave four strong clear bands, one of them co-migrated
with the 124 kDa EhCPADH complex and another co-
migrated with the pure 52 kDa rEhCP112 (Fig. 5D, lane
2); however, several EhCPs have similar molecular weight
(Bruchhaus et al., 2003). Thus, we cannot be sure that
this band corresponds to the 52 kDa clear band produced
by rEhCP112.

EhCP112 is poorly expressed in a 
virulence-deficient mutant

The L-6 clone, a virulence-deficient mutant isolated from
strain HM1:IMSS (Orozco et al., 1983), releases less pro-
teinase activity than the wild-type strain (Keene et al.,
1990). Thus, we investigated here whether the expression
of EhCP112 in this clone correlates with its virulence. We
performed Western blot assays using the anti-EhCPADH
mAb to determine the expression of EhCP112 in this
mutant. The antibody reacted with a 124 kDa band in
extracts from the wild-type clone A, but it detected poorly
this band in extracts from the clone L-6 (Fig. 6A). In con-
trast, antibodies against actin detected a 43 kDa band in
almost the same intensity in both clones using the same
membrane (Fig. 6B), suggesting that the mutant
expresses less EhCPADH complex. Then, we analysed
the in vitro virulence of clone L-6 in the same batch of
trophozoites. The mutant adhered to RBCs efficiently

(88% ± 1.5%, compared with the wild-type clone), but it
was deficient in phagocytosis (33% ± 3%) and in epithelial
cells destruction by live trophozoites (57% ± 6.5%) or by
its extracts (10% ± 3%) (Fig. 6C). These results showed
a correlation between the deficiency of in vitro virulence
of L-6 trophozoites and the diminished expression of
EhCP112. However, other factors that may be affected in
this mutant, in addition to EhCP112, could be involved in
the parasite virulence.

EhCPADH is secreted

One of the CPs functions during the trophozoites attack
to the target tissues is the digestion of the extracellular
matrix. Thus, molecules involved in tissue penetration
might be secreted or located in the plasma membrane to
perform their function. We examined the presence of
EhCPADH112 complex or EhCP112 among the proteins
secreted by live trophozoites. We used 24 h culture
medium of healthy cultures in logarithmic growing phase,
with 95–99% viability, measured by trypan blue exclusion.
Cultures were centrifuged first to obtain supernatants that
were then filtered (0.22 mm) and ultracentrifugated.
Microscopy observation of this pellets revealed the pres-
ence of vesicles (data not shown). The proteins of these
vesicles were submitted to SDS-PAGE and gels were
Coomassie blue stained. About nine bands with molecular
weights from 25 to >200 kDa reproducibly appeared in
these gels, including a 124 kDa protein (Fig. 7A, lane 2,
arrow). We also analysed the proteolytic activity of these
proteins in polyacrylamide-gelatin gels. A 124 kDa clear
band appeared in the lane containing proteins of the
secreted vesicles (Fig. 7B, line 2), that was also observed
in the lane with total extracts of the trophozoites (Fig. 7B,
lane 1). Additionally to the 124 kDa band, other proteolytic
bands were detected in the proteins of the vesicles, sug-
gesting the presence of more than one protease in the
secreted vesicles. In Western blot assays, the anti-

Fig. 6. EhCP112 is poorly detected in a 
virulence-deficient mutant.
A. Total extracts from E. histolytica trophozoites 
were separated by SDS-PAGE, transferred to 
nitrocellulose filters and revealed with anti-
EhCPADH mAb.
B. The same filters were revealed with antibod-
ies against actin. Lane 1, extracts from the 
wild-type clone A; lane 2, extracts from the 
virulence-deficient mutant L-6.
C. Virulence-related properties of the clone L-
6. Adh, adherence; Ph, phagocytosis; Cp, 
destruction of cell monolayers by live trophozo-
ites; Ct, destruction of cell monolayers by tro-
phozoite extracts. Virulence-related properties 
of the wild-type clone A were taken as 100% 
efficiency. The data represent the mean of three 
independent experiments performed in tripli-
cate. Lines indicate standard deviation.
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EhCPADH mAb detected on proteins of secreted vesicles
a single 124.6 kDa band that co-migrated with the
124.6 kDa band with proteolytic activity (Fig. 7C, lane 1),
strengthening the assumption that the EhCPADH com-
plex, and consequently the EhCP112, is secreted. No free
EhCP112 was detected by the antibodies, suggesting
that, shortly after synthesis, the majority of this protein
forms part of the EhCPADH complex. As an internal con-
trol to discard the presence of EhCPADH in the secreted
material resulting from the lysis of trophozoites, we used
anti-actin antibodies in the same membranes. These anti-
bodies did not detect actin in the secretion products
(Fig. 7D, lane 1), but they reacted strongly with a 43 kDa
band on total E. histolytica proteins, indicating that the
identification of the EhCPADH complex in the medium is
not a consequence of the trophozoites lysis, but it’s due
to its presence in the secreted vesicles and that these
vesicles contain the EhCPADH complex.

To obtain a direct evidence on the presence of
EhCP112 in the EhCPADH complex, we immunized ham-
sters with the Ehcp112 cDNA as described (Madriz et al.,
2004). The sera from these animals were pooled and used
in Western blot assays on total E. histolytica proteins. The
sera of the immunized animals recognized a 124 kDa
band (Fig. 7E, lane 1), that co-migrated with the band
detected by the anti-EhCPADH mAb (Fig. 7E, lane 3),
whereas the pre-immune sera of the same animals did
not recognize any band on total proteins (Fig. 7F, lane 2).

rEhCP112 is active in a broad range of pHs

As the EhCPADH complex is secreted, EhCP112 might
be active at the extracellular environment conditions. We

evaluated the proteolytic activity of rEhCP112 under dif-
ferent pH ranges. For this purpose, strips of polyacryla-
mide-gelatin gels were incubated with the purified
rEhCP112, then, the protein in the gels was incubated at
different pHs (3.0–9.0) and at 37∞C. After that, gels were
Coomassie blue stained and de-stained, and colour was
registered in the strips by densitometry (Fig. 8). The
recombinant protein was active at pHs from 3.0 to 9.0,
with the highest activity at pH 5.0 (Fig. 8), which was
taken as 100% for relative quantification. The enzyme
showed between 70% and 80% activity at physiological
pH (Fig. 8), with the maximum activity at 37∞C (data not

Fig. 7. The EhCPADH complex is in vacuoles secreted by the trophozoites to the medium. Secreted proteins were obtained from 24 h culture 
medium of healthy trophozoites with 95–99% viability.
A. 10% SDS-PAGE of proteins obtained from secreted vesicles (lane 1) and of total E. histolytica proteins (lane 2).
B. Polyacrylamide-gelatin gel with protease activity of secreted vesicles (lane 1) and of trophozoite extracts (lane 2). Arrows show the place where 
the EhCPADH complex migrates in the gels.
C. Western blot of A using the anti-EhCPADH mAb.
D. The same membrane that in C, but revealed with anti-actin antibody.
E. Western blot of total E. histolytica proteins developed with: lane 1, polyclonal antibodies from hamsters immunized with Ehcp112 cDNA; lane 
2, pre-immune sera of the hamsters; lane 3, anti-EhCPADH mAb.

Fig. 8. rEhCP112 has activity at different pHs. Polyacrylamide-
gelatin strips were incubated for 1 h with 10 mg of purified rEhCP112 
at 37∞C and different pHs. The relative activity was measured after 
Coomassie blue staining and de-staining of the gels and densitometry 
of the dye in each strip. Upper of each one of the graphs is the 
corresponding strip. C, control of gel strip without protease.
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shown). These results suggest that EhCP112 could be
active at the extracellular environment.

Discussion

The role of several CPs in the virulence of protozoan
parasites, such as Trichomonas vaginalis (Alvarez-
Sanchez et al., 2000), Leishmania major (Joshi et al.,
2002), Trypanosoma cruzi (Tomas et al., 1997), Plasmo-
dium vivax (Rosenthal et al., 1994) or E. histolytica (Ankri
et al., 1999) has been conclusively demonstrated. Addi-
tionally, the functional versatility of CPs and the relevant
role that they play in virulence make these molecules
promising chemotherapeutic or vaccine targets (McKer-
row, 1999). In particular in E. histolytica, a cell with 20
different CPs of the clan CA (Bruchhaus et al., 2003), the
majority of these molecules have not been fully studied.
Previous report suggested that the majority of the E. his-
tolytica CPs genes, including Ehcp112, are not expressed
in E. histolytica during in vitro cultivation (Bruchhaus et al.,
2003). However, Northern blot and reverse transcription
polymerase chain reaction assays performed by us and
by others indicate that the Ehcp112 gene is expressed in
the trophozoites (Garcia-Rivera et al., 1999; Carpe-
niseanu et al., 2000). Different culture conditions or differ-
ent pathogenicity of trophozoites could be responsible for
the distinct results.

The main obstacle for study the proteases is the diffi-
culty to obtain large amount of active enzymes. Here, we
obtained the purified EhCP112 active enzyme from bac-
teria transformed with a plasmid lacking the signal pep-
tide, but carrying the pro-peptide. CPs are encoded as
pre-proenzymes that require to be processed to generate
the mature enzyme. Bacteria do not possess most of the
post-translational processing mechanisms of eukaryotic
cells. Thus, we explored the expression of different
Ehcp112 gene fragments. Only the complete pre-
proenzyme and the proenzyme were expressed, but the
mature enzyme was not detected (Fig. 1), suggesting that
it is toxic for bacteria and that the pro-peptide is necessary
to control the enzymatic activity. Pro-peptide could be also
necessary for the correct folding of the enzyme, because
the EhCP2 and EhCP3 mature enzymes expressed in a
baculovirus system are inactive, while the pre-
proenzymes show protease activity (Que et al., 2002).
Moreover, it is known for several different proteases that
the pro-peptide is necessary for correct folding of the
mature enzymes (Hellberg et al., 2002).

The protease activity of rEhCP112 in substrate gels was
observed in a 52 kDa band (Fig. 1B), the molecular weight
expected for a polypeptide containing the pro-peptide and
the mature enzyme. This result is very surprising because
CPs are processed by cleavage of the pro-domain before
they are active. However, it is generally accepted that in

substrate gel analysis the proteins do not migrate accord-
ing to their molecular weight, and probably the activity
displayed in our experiments was due to the processed
enzyme with anomalous migration.

rEhCP112 was expressed in its active form and it was
able to digest different substrates, suggesting that it was
processed by bacterial proteases or by autocatalysis
inside the bacteria or shortly after its isolation, producing
the mature enzyme. Indeed, the purified rEhCP112 was
extremely labile and it was degraded in less than 24 h at
4∞C. Four hours after purification, the polyclonal antibod-
ies revealed the different degradation products of the
enzyme, and the anti-tag antibody detected two bands,
the upper band was disappearing on the time. Only the
52 kDa band was active, because a single 52 kDa white
band appeared in the polyacrylamide-gelatin gels. In con-
trast, the enzyme conserved its activity for longer time
inside the secreted vesicles, as it was shown in Fig. 7A–
C. Currently, we have not yet a molecular explanation for
this.

Recently, it was suggested that E. histolytica CPs have
redundant biochemical properties, because several CPs
with different location are translocated to phagocytic vac-
uoles during the ingestion of target cells (Que et al.,
2002), including the EhCPADH complex (Garcia-Rivera
et al., 1999). This implies that the main function of E.
histolytica CPs could be nutrient acquisition. However,
EhCP2, EhCP5 and EhCP112 are located on the tropho-
zoites surface (Jacobs et al., 1998; Garcia-Rivera et al.,
1999; Que et al., 2002) and at least EhCP112 is secreted.
In addition, EhCP1 and EhCP5 are absent in the non-
pathogenic amoeba E. dispar (Bruchhaus et al., 1996),
and EhCP112 was not detected in an avirulent strain
obtained from an asymptomatic carrier (Vargas et al.,
1990), and it is poorly expressed in the clone L-6 (Fig. 6),
an E. histolytica mutant that is deficient in phagocytosis
and in damage epithelial cells. Moreover, this clone does
not produce liver abscesses when it is inoculated in new-
born hamsters (Orozco et al., 1983). These results could
suggest that certain CPs could be involved in tissues
invasion. However, the role of these proteases in the E.
histolytica virulence needs to be proved in an animal
model using trophozoites in which these molecules are
absent. These experiments are not performed yet
because of lack of technology to knock out Entamoeba
genes effectively and the lack of a suitable animal model
that could reproduce the complete infection cycle of this
parasite.

As mAb against the EhCPADH complex recognized a
single 124.6 kDa band, it is discarded that it cross-reacts
with other EhCPs. This was confirmed when we injected
hamsters with the Ehcpadh112 cDNA, as previously
reported (Madriz et al., 2004), and the sera of the animals
presented antibodies against the EhCPADH complex
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showing no cross-reaction with other E. histolytica CPs,
whose molecular weight ranges from 32.6 to 71.4 kDa
(Bruchhaus et al., 2003).

Finally, we propose that EhCP112 could be involved in
the virulence of E. histolytica because: (i) EhCP112
forms part of the virulence complex EhCPADH. (ii) It
binds and destroys collagen, fibronectin and MDCK cell
monolayers. However, the degradation of these proteins
is a characteristic of many proteases and does not mean
they are substrates in vivo. (iii) EhCP112 also binds and
destroys RBCs and haemoglobin. (iv) It is poorly
expressed in a virulence-deficient mutant. (v) It is
secreted in an active form by live trophozoites. (vi) It
contains the RGD domain, suggesting that EhCP112
binds to cellular integrins. However, assays with mutated
EhCP112 to alter or delete the RGD motive might be
done to prove its functionality.

Experimental procedures

E. histolytica cultures

We used trophozoites of clones A and L-6 (Orozco et al., 1983),
strain HM1:IMSS, axenically cultured in TYI-S-33 medium and
harvested during the logarithmic growth phase (Diamond et al.,
1978). All experiments reported here were performed at last
three times by duplicate.

Cloning and expression of EhCP112

The full-length Ehcp112 gene (1338 bp) encoding for the signal
peptide, the pro-peptide and the mature enzyme or gene frag-
ments lacking 59 or 353 bp at its 5¢ end, which encode the pro-
peptide plus the mature enzyme or only the mature enzyme,
respectively, were amplified by polymerase chain reaction (PCR)
from a plasmid with the full Ehcp112 gene (Garcia-Rivera et al.,
1999) as template. As sense primers we used oligonucleotides
containing the sequences located in: (i) position 1–21 (5¢-ATGA
CAGCGATTGTTGTCGCT-3¢), (ii) position 60–81 (5¢-GCGTT
TAATCTAGAACTCCCCG-3¢), and (iii) position 354–374 (5¢-
CCATGGAATGAAGTACCGCCA-3¢). The antisense primer for
the three reactions has the sequence located in positions 1314–
1338 (5¢-GATTGTATGATTGTAGAATTGGAC-3¢). PCR products
were cloned in frame with a poly-histidine tag in the pTrcHis C
expression vector (Invitrogen). Recombinant plasmids were used
to transform bacteria E. coli, strain BL21 (Lys E), which were
incubated with 1 mM IPTG for 3 h at 37∞C (Sambrook and Rus-
sell, 2001) to induce the production of the recombinant proteins.
Recombinant proteins, containing a poly-histidine tag from the
vectors, were purified through Ni2+-affinity columns (Qiagen). The
chromatography was performed in the BioLogic HR Workstation
(Bio-Rad) using 3 ml of Ni2+-NTA resin (Quiagen). The bacteria
extracts, resuspended in binding buffer (50 mM NaH2PO4,
300 mM NaCl, 10 mM imidazole, pH 8.0), were delivered to the
column. Then, five volumes of washing buffer (50 mM NaH2PO4,
300 mM NaCl, 20 mM imidazole, pH 8.0) were added and the
recombinant protein was eluted using 50 mM NaH2PO4, 300 mM
NaCl, 250 mM imidazole, pH 8.0.

Western blot assays

Bacteria extracts, or the purified recombinant proteins, or tropho-
zoite extracts were separated by 10% SDS-PAGE, and gels were
stained with Coomassie blue, or transferred to nitrocellulose
membranes. Filters were incubated with antibodies against the
poly-histidine tag (Invitrogen) (1:2000), or with the monoclonal
antibody against the EhCPADH complex (anti-EhCPADH mAb)
(1:100), which recognizes EhCP112 (Garcia-Rivera et al., 1999),
or with sera (1:500) from patients with amoebic hepatic
abscesses, or from healthy individuals (1:500) without antibodies
against E. histolytica. Then, membranes were incubated with
peroxidase-coupled goat anti-rabbit or anti-mouse secondary
antibodies, and the reaction was developed with 4-chloro-1-naftol
and 0.04% H2O2. In other experiments, filters with total E. his-
tolytica extracts from the wild-type clone A and from the viru-
lence-deficient mutant L-6 were revealed with the anti-EhCPADH
mAb, and then, the same filters were revealed with antibodies
against actin (1:500). To test the specificity of antibodies against
the rEhCP112, Syrian golden hamsters (Mesocricetus auratus)
(male, 4 weeks old) were intradermally injected three times with
200 mg of the plasmid containing the full-length Ehcp112 cDNA
(Madriz et al., 2004). One week after the last immunization, ani-
mals were bled. Serum titers were determined by ELISA and their
specificity was analysed by Western blot on total E. histolytica
extracts.

Protease activity

The activity assays were performed in reactions of 500 ml
using 0.3% azocasein in 2 mM phosphate buffer, 2 ml 2-
mercaptoethanol and 6 mg or 60 mg of rEhCP112. The mixtures
were incubated at 37∞C during 10, 30, 60 and 120 min and
reactions were stopped by addition of one volume of 20% TCA
and incubating at 4∞C during 15 min. Then, samples were cen-
trifuged at 8000 g during 5 min and the absorbance of the super-
natants was determined at 366 nm. The purified rEhCP112 was
used immediately after the last step of purification.

The rEhCP112 activity was also analysed in polyacrylamide-
0.2% gelatin gels as described (Rigothier et al., 1992). After
electrophoresis, gels were incubated in 2.5% Triton X-100 for 1 h
at room temperature (RT). The enzyme was activated by incuba-
tion in Tris-HCl 0.1 M pH 6.8, CaCl2 10 mM and 0.02% 2-
mercaptoethanol (activation buffer) for 12–16 h at 37∞C (Keene
et al., 1986). Gels were stained with 0.25% Coomassie blue R-
250 and clear bands were indicative of proteolytic activity. To
analyse the effect of pH on protease activity, sections of 1 ¥ 2 cm
of polyacrylamide-gelatin gels were incubated 1 h at RT with
10 mg of purified rEhCP112. Then, gel fragments were incubated
12–16 h in the activation buffer at pHs from 3 to 9 and 37∞C.
Fragments were Coomassie blue stained, de-stained and the
images were registered. The protease activity was quantified by
densitometry of the images.

The rEhCP112 activity was also determined in polyacrylamide
gels copolymerized with 0.1% collagen type I, 0.1% fibronectin,
0.2% haemoglobin and developed as above.

Destruction of epithelial cells by rEhCP112

MDCK monolayers (1 ¥ 105 cells) were incubated with total
extracts from 1 ¥ 106 trophozoites or with 1.5, 3 and 4.5 mg
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of rEhCP112 in PBS in the presence of 0.02% of 2-
mercaptoethanol during 1–2 h at 37∞C. In some experiments,
1 mg of the anti-EhCPADH mAb was added to the monolayers
together with the rEhCP122 protein. The remaining monolayers
were washed three times with PBS, fixed with 2.5% glutaralde-
hyde, and cellular destruction was evaluated as previously
described (Bracha and Mirelman, 1984). Briefly, cells were
stained with 1% methylene blue, washed extensively and the dye
captured by the rest of the monolayers was extracted with 0.1 N
HCl and read in a spectrophotometer at 660 nm.

rEhCP112 binding to RBCs (ligand assays)

The purified rEhCP112, or rEhRabB protein (40 mg), used as an
internal control, were incubated for 30 min at 4∞C with 1 ¥ 105

paraformaldehyde-fixed RBCs in the presence of 1% BSA. As
another control, RBCs were incubated only with 1% BSA. Sam-
ples were exhaustively washed with PBS, pH 6.8, incubated 1 h
at 37∞C with the anti-EhCPADH mAb. Then, cells were incubated
with fluoresceinated secondary antibodies and washed with PBS.
Samples were analysed through a Nikon Diaphot 200 micro-
scope attached to a laser confocal scanning system MRC 1024
(Bio-Rad).

Adherence, phagocytosis and cell monolayer destruction

For adherence and phagocytosis experiments, trophozoites were
incubated with fresh RBCs (1:100) for 10 min at 4∞C for adher-
ence, or at 37∞C for phagocytosis. RBCs adhered to, or ingested
by 100 trophozoites were counted and the mean of RBCs per
trophozoite was obtained as described (Orozco et al., 1983). For
the destruction of cell monolayers by live trophozoites, MDCK
monolayers (1 ¥ 105 cells) were incubated during 1 h at 37∞C with
1 ¥ 105 trophozoites. Then, trophozoites were eliminated and the
destruction of the cell monolayers was determined as above.
Assays were done in three independent experiments by triplicate.

Analysis of E. histolytica secretions

Trophozoites were centrifuged 7 min at 360 g. Supernatants
were subsequently filtered through 0.45 and 0.22 mm cellulose
acetate membranes (Millipore) and centrifuged during 2 h at
150 000 g at 4∞C. Pellets were resuspended in 3 ml of PBS,
pH 6.8 in the presence of 10 mM NEM and centrifuged at
120 000 g during 30 min at 4∞C. Pellets were resuspended in
1 ml of PBS in the presence of 10 mM NEM and 3 mM EDTA,
and proteins were separated by 10% SDS-PAGE (Laemmli,
1970) and transferred to nitrocellulose membranes (Towbin et al.,
1979). Membranes were incubated with the anti-EhCPADH mAb,
or with an anti-actin antibody, used as an internal control. Then,
filters were incubated with anti-mouse peroxidated secondary
antibodies and developed with 4-chloro-1-naftol and 0.04% H2O2.
Secretion products were also obtained in the absence of pro-
tease inhibitors and separated by SDS-PAGE copolymerized with
gelatin as described above.
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