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IDENTIFICACIÓN Y CLONACIÓN MOLECULAR DE UNA PROTEÍNA DE 51 kDa 

SEMEJANTE A LA CALRETICULINA EN Entamoeba histolytica. 

RESUMEN 

En trabajos previos, nuestro grupo detectó una proteína de membrana de 51 

kDa de E. histolytica como un antígeno inmunodominante, con un alto grado de 

reconocimiento por anticuerpos de pacientes con amibiasis invasora intestinal (Al) y 

extraintestinal absceso hepático amibiano (AHA). 12 La secuenciación parcial del 

extremo amino terminal de esta proteína de 51 kDa mostró que corresponde a una 

proteína semejante a las caireticulinas (CRT) 

No se ha determinado con exactitud la existencia de la CRT en la E. 

histolytica, por lo tanto la identificación de una proteína semejante a la CRT, su 

expresión y la evaluación del papel que desempeña en la fisiología del parásito, 

sobre todo en eventos de patogenicidad, son de gran utilidad para entender mejor la 

interacción de este parásito con su hospedero. 

Con base en lo anterior el objetivo del presente trabajo fue; la identificación y 

donación molecular del gene que codifica para la calreticu lina amibiana. 

Para lograr esta meta se utilizaron diferentes estrategias moleculares; por un 

lado se realizó un tamizaje sobre diferentes bibliotecas recombinantes de E. 

histo/ytica, una de cDNA (Xgtll) y otra genámica (XZAPII). También se utilizó la 

técnica de PCR, para obtener amplificados del gen de la CRT, con la utilización de 

oligonucleátidos degenerados y específicos. Posteriormente se donaron dichos 

productos en el vector pBluescript KS+ y finalmente se produjeron las proteínas 

recombinantes utilizando el vector de expresión pProEx-HT-b. 

Los resultados obtenidos nos permitieron identificar un producto de PCR de 

1167 pb en el DNA genómico de E. histolytica obtenido de la fracción nuclear. Se 

determiné la secuencia de nucleótidos, encontrando un marco de lectura abierto que 

codifica para 389 aminoácidos y corresponden a la secuencia completa de la 

proteína. El análisis comparativo de esta secuencia con las registradas en la base



de datos del genoma de la E. histolytica (www.tigr.org/tdb/e2k1/eha1) y en la del 

GenBank (NCBIR), mostró una identidad del 100% con el gene de E. histolytica con 

referencia (EAL49855.1) que codifica para una probable CRT, reportado 

recientemente (2005). 

Además, se localizaron las seis secuencias motivo que caracterizan a esta 

familia de proteínas (CRT-1,ll,Ill,IV, y y VI), por otra parte, al analizar y comparar esta 

secuencia con la de otras CRT reportadas en el Gen Bank, se observó una alta 

identidad principalmente con CRT de Dictiostelium discoideum y de mamíferos 70 y 

60% respectivamente, y una identidad menor con las CRT de otros parásitos (de 50 

a 40 %), sin embargo el grado de homología observado entre todas las secuencias 

analizadas fue de 67-77% lo que nos demuestra el alto grado de conservación de 

este gen a través de las diferentes especies. 

La obtención de estos amplificados de PCR permitió la donación del gene 

Ehcrt en el vector de expresión procariótico pProEx-HT-b y la subsecuente 

producción de proteínas recombinantes denominadas; EhCRT-6H, EhCRT-N-6H y 

EhCRT-C-6H, estas proteínas fueron reconocidas por anticuerpos heterológos contra 

la CRT humana, y contra sueros de pacientes de AHA, por otro lado, la 

secuenciación parcial de las proteínas recombinantes por espectrofotometría de 

masas nos confirman que los productos obtenidos por PCR y donados corresponden 

al gene que codifica para la CRT amibiana. 

Finalmente estas proteínas recombinantes resultaron ser buenos 

inmunógenos e indujeron un buen titulo de Ac lgGs en los ratones inmunizados y la 

utilización de estas IgGs nos permitieron la identificación física de la EhCRT en los 

trofozoitos amibianos. 

En el futuro continuaremos con la producción de la proteína recombinante 

EhCRT para evaluar su potencial diagnóstico y seroepidemiológico, así como para 

realizar la caracterización biológica de esta proteína y evaluar su interacción en los 

mecanismos patogénicos en la compleja relación huésped-parásito.
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ABSTRACT 

Previously our group identified a membrane protein of 51 kDa of E. histolytica, this 

protein resulted in an inmunodominant antigen, highly recognized by antibodies of 

patients with invasive amoebiasis amebic ¡¡ver abscess (ALA). 1, 2 The partial 

sequencing of the amino terminal end of this protein corresponds to a caireticulin like 

protein (CRT). 3 This protein has not been previously detected in E. histolytica, 

The objective of the present study was the identification and cloning, of Ehcrt 

gene. To achieve this we used two different molecular strategies; the screening of 

different libraries of E. histolytica DNA, one of cDNA (Ágtll) and a genomic library 

(ÁZAPII). The Ehcrt gene was amplified by PCR using degenerated and specific 

oligonucleotides. The obtained PCR fragments were cloned into the vector 

pBluescript KS+. For the expression of CRT, the recombinant plasmid was sub-

cloned in the expression vector pProEx-HT-b. Results allowed us to identify a PCR 

product of 1167 pb on genomic DNA of E. histolytica obtained from the nuclear :r:. 

fraction. The PCR fragment was sequenced, finding an open reading frame (ORF) 

which encoded 389 amino acids that correspond to the complete sequence of the 

protein. The comparative analysis of these sequences with the already registered 

sequences in the dala base of the E. histolytica genome project 

(www.tigr.org/tdb/e2k1/eha1), and in the GenBank (NCBI) showed a 100% identity 

with E. histolytica gene reported in 2005 (accession number EAL49855.1) which 

encodes for a CRT like-protein. We also located the six motifs sequences 

characteristics of this protein family (CRT-1, II, III, IV, V and VI). 

When we analyzed and compared this sequence with those in other CRTs 

reported in the GeneBank, we observed a high identity with the CRT in Dictiostelium 

discoideum and in mammals 70 and 60% respectively, and a lower identity with CRT 

from other parasites (from 50 lo 40 %). However the homology in all sequences 

analyzed were between 67-77%, demonstrating the high conservation degree of this 

gene in the different species.



Reactivity of recombinant proteins, EhCRT6H, EhCRT-N-6H and EhCRT-C-6H 

with anti-E. histolytica serum antibodies from ALA patients tested in an ELISA 

system, showed clear recognition of recombinant proteins, in contrast with the Iow 

reactivity of serum from non-infected healthy individuals. Finally the amino acids 

sequence of the EhCRT recombinant proteins determined by mass spectroscopy 

confirmed the identity of EhCRT molecule. 

Finally these recombinant proteins were good immunogenic molecules 

and they induced a high titie of antibodies IgGs in the immunized mice and the 

use of this IgGs allowed the physical identification of the EhCRT in the E. 

histolytica trofozoites. 

In the future we will continue with the production of the recombinant protein 

EhCRT to evaluate its potential diagnostic and seroepideniiological usefulness, and 

with both, the analysis of the biological functions and the role of this protein in the 

pathogenic mechanisms in the hosts.

4



INTRODUCCIÓN 

El término de amibiasis se ha definido como Fa condición en la cual un 

individuo es portador de Entamoeba histolytica con o sin manifestaciones clínicas.4 

Biología de la Entamoeba histolytica. 

Este protozoario parásito se considera uno de los organismos eucariontes 

más simples, presenta dos formas biológicas; el trofozoito unicelular es la forma de 

vida libre del parásito que invade y se alimenta en el lumen del intestino grueso 

donde se multiplica y diferencia hacia la forma de resistencia, o de infección que es 

el quiste. La etapa quística es la forma infectiva para el hombre y sólo se encuentra 

en las heces. Los quistes son esféricos y tienen una pared delgada, miden de 10 a 

16 jim y usualmente tienen cuatro núcleos. Los quistes pueden ser adquiridos tanto 

por ingestión de agua o alimentos contaminados, como por manos sucias 

(fecalismo). Una vez ingerido el quiste pasa a través del estómago y se desenquista 

en la parte inferior del íleon, surgiendo de cada quiste una sola amiba metaquística 

tetranucleada, que produce a su vez por división citoplásmica 8 trofozoítos 

uninucleados que constituyen la forma vegetativa del parásito. 

Estos trofozoítos son móviles, pleomórficos, tienen un diámetro de 20-40 p.m y 

pueden colonizar la porción más distal del intestino delgado, pero es principalmente 

en las áreas de estasis del colon donde se alimentan y proliferan por división binaria 

y no pueden sobrevivir fuera del hospedero humano.5 

Los trofozoítos arrastrados en la materia fecal son estimulados a enquistarse, 

completando su ciclo de vida cuando los quistes infecciosos son excretados en las 

heces, e ingeridos por su hospedero. 

Las señales que dirigen los procesos de enquistamiento o desenquistamiento 

no se han caracterizado todavía, ya que no se ha logrado inducir el enquistamiento in 

vitro en E. histolytica y E. dispar. Sin embargo, utilizando el parásito de reptiles E. 

¡nvadens, se ha sugerido que la ligación de la lectina que une a galactosa en la 

superficie del parásito puede ser uno de los activadores del enquistamiento.6



Los trofozoitos se multiplican por un mecanismo todavía incierto de 

reproducción asexual, que por mucho tiempo fue clasificado como "amitosis." Sin 

embargo, recientemente se han descubierto secuencias de genes homólogos del 

ciclo celular eucariótico sugiriendo que la maquinaria molecular requerida para la 

mitosis está presente en la Entamoeba. 

Los trofozoítos amibianos han sido caracterizados por microscopia electrónica 

como una célula eucarionte primitiva, 7,8 por su aparente ausencia de muchos de los 

organelos típicos que se encuentran en las células eucariontes típicas como son: 

mitocondrias, retículo endoplásmico, aparato de Golgi y un citoesqueleto 

microtubular. Así también, la E. histolytica no contiene mitocondrias como tales, 

(probablemente por una pérdida secundaria) pero presenta algunas enzimas 

metabólicas que se encuentran en organismos procariontes, posiblemente adquiridas 

por transferencia lateral de genes de las bacterias 9, 10.11 

Sin embargo, las amibas desarrollan funciones propias de estos organelos 

como son: modificación y maduración de proteínas, así como el transporte específico 

de sus proteínas hacia los diferentes compartimentos celulares; la síntesis de lípidos 

de membrana y secreción de proteínas. 12. 13. 14,15 

Por lo anterior, existen varias evidencias de que el parásito desarrolla dichas 

funciones en vesículas o vacuolas citoplásmicas, que pueden ser caracterizadas 

citoquímicamente como estructuras semejantes al retículo endoplásmico y al aparato 

de Golgi en los trofozoítos de E. histolytica.16 1718 En este sentido, la identificación de 

marcadores moleculares de estos organelos o de complejos proteínicos que 

intervienen en la vía clásica de transporte, es una herramienta muy importante que 

permitirá evidenciar la existencia de estos organelos en la amiba 

Características generales de la amibiasis. 

La E. histolytica debe su nombre a su actividad lítica sobre los tejidos. El 

resultado de la interacción del parásito con el huésped varía desde una infección 

asintomática, hasta una enfermedad intestinal invasora que puede diseminarse a 

otros órganos.
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Muchos de los individuos infectados con la E. histolytica, portadores 

asintomáticos, no presentan síntomas y pueden eliminar la infección sin ninguna 

manifestación clínica de la enfermedad. Sin embargo, en algunos casos estos 

individuos portadores asintomáticos pueden desarrollar la enfermedad después de 

un periodo que puede ser antes de un año. 19,20 

Las manifestaciones clínicas son variadas dependiendo de la patogenicidad 

de la cepa, la intensidad de la infección, la flora bacteriana, el sitio y extensión del 

tejido dañado ya que el trofozoíto invade y ulcera la mucosa colónica, rectosigmoides 

yio apéndice cecal; las lesiones ocasionadas por el parásito se localizan a través de 

las diferentes estructuras de la mucosa intestinal en donde suelen aparecer úlceras 

en forma de "botón de camisa" las cuales pueden identificarse por examen 

rectosigmoidoscópico al inicio de la infección, durante el cuadro de diarrea simple, 

diarrea sanguinolenta o disentería. 21,22 

La manifestación extraintestinal más común de la enfermedad amibiana es el 

absceso hepático amibiano (AHA), éste fue invariablemente fatal en el siglo pasado, 

pero después de la introducción de los antiamibianos altamente efectivos emetina y 

metronidazol y con los métodos de diagnóstico más eficientes las tasas de 

mortalidad han bajado hasta 13%.21 El AHA, se desarrolla cuando los trofozoitos 

llegan al hígado, probablemente por la vía de la circulación portal después de que 

estos, por razones desconocidas superan la mucosa colónica. Así algunos individuos 

que sufren AHA pueden presentar colitis amibiana, pero la mayoría de los individuos 

no presentan síntomas intestinales y de hecho la microscopía en heces es 

generalmente negativa tanto para trofozoítos como quistes de la E. histolytica. De ahí 

la dificultad para el diagnóstico oportuno de esta forma de enfermedad.23 

La experiencia clínica ha demostrado que la amibiasis invasora es más 

frecuente en zonas geográficas donde prevalecen algunas cepas virulentas de E. 

histolytica. Entre los factores de riesgo para la infección por E. histolytica se han 

considerado; la situación geográfica, el clima, la raza, el género, la edad, las 

condiciones nutricionales y las inmunolágicas, la dieta y los hábitos sexuales del 

huésped. 21, 24, 25
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Mecanismos de patogenicidad de la E. histolytica. 

La descripción clásica de la patología amibiana muestra al parásito como el 

causante de daño y destrucción del tejido. En los últimos años se han identificado y 

estudiado un número considerable de moléculas amibianas que son consideradas 

como factores de virulencia, sin embargo, la experiencia nos ha permitido determinar 

que la interacción parásito-hospedero es mucho más compleja y al parecer estos 

daños sobre el tejido del huésped también son provocados por el mismo huésped a 

través de los efectos de la propia respuesta inmune contra el parásito.26 

Dentro de las moléculas amibianas que intervienen en los procesos de 

patogenicidad, algunas son hidrolíticas y otras tienen diferentes actividades 

biológicas; las más estudiadas son: El amebóporo, 15,27 una proteína de 18 kDa que 

no presenta actividad enzimática pero que tiene la habilidad de originar canales 

jónicos en las membranas celulares. La lectina específica de galactosa/D-

galactosamina (Gal/GaINAC), que interviene en la adhesión del parásito con las 

mucinas colónicas; 28 ' 29 la fosfolipasa A, 3° la colagenasa, 3 ' las enzimas proteolíticas 

con sustratos bien definidos y al menos 20 proteinasas de cisteina genéticamente 

diferentes (EhCPs) 32 ' 33 con un espectro de sustratos muy amplio. 34 Las proteinasas 

son secretadas por los trofozoítos de la E. histolytica, se han identificado 

extracelularmente en abscesos hepáticos amibianos de modelos animales . 35 ' 36 los 

trofozoítos de la E. histolytica pueden secretar 10-100 veces más proteinasas de 

cisteina que la E. dispar, sin embargo, trofozoítos modificados genéticamente para la 

sobreexpresión de proteinasas de cisteina no le confieren virulencia a la E. dispar. 

Mientras que si se modifican genéticamente trofozoitos de la E. histolytica para 

hacerlos deficientes en la expresión de proteinasas de cisteina, estos presentan una 

virulencia reducida en un modelo de AHA en roedores, 37 son menos invasivos, y 

causan significativamente una menor inflamación y daño al tejido en el modelo de 

xenotransplante de intestino humano en ratones con inmunodeficiencia severa 

36 combinada (SCID-HU-INT) que es un modelo para el estudio de la colitis amibiana. 
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El grupo del Dr. Pérez-Tamayo, 26 utilizando como modelo in vivo, el absceso 

de hígado agudo producido experimentalmente en hámster (AEALAH), por inyección 

intraportal de trofozoitos crecidos axénicamente, evaluó el papel de las EhCPs. La 

evidencia sugiere que la actividad proteolítica de éstas no está directamente 

relacionada con el daño al tejido, pero si con la sobrevivencia del parásito, lo cual se 

requiere para la progresión de la lesión. Por otro lado, el proceso inflamatorio 

desencadenado por la respuesta inmune del huésped es responsable en cierta 

medida del daño que sufre el tejido y que además es necesario para la sobrevivencia 

del parásito, lo cual sugiere un alto grado de complejidad en la interacción huésped-

parásito. 

La fagocitosis, es un proceso esencial para el crecimiento celular y está 

directamente involucrado en la patogénesis de la E. histolytica. A través de este 

mecanismo la amiba internaliza bacterias en el intestino y células del huésped tanto 

inmunes como no inmunes durante la invasión de los tejidos. 38 La fagocitosis 

consiste de un número de eventos subsecuentes que incluyen; 1) el reconocimiento y 

la unión de los ligandos a su célula blanco a través de la lectina específica de 

galactosa/N acetilgalactosamina; 2) la activación de vías de señalización que dirigen 

la reorganización del citoesqueleto y 3) el tráfico de vesículas.39 

Recientemente el estudio del análisis del proteoma de la fagocitosis, arrojó 

una lista de algunas de las proteínas directamente involucradas en la biogénesis del 

fagosoma, entre las que se señala mas de una docena de proteínas RABs, proteínas 

que regulan el tráfico vesicular, proteínas de superficie que regulan la adherencia a 

las células blanco como las lectinas, moléculas asociadas a la maduración de las 

vesículas como la adaptina, COPI, AP50, clatrina, sintaxina 16, proteínas de 

citoesqueleto; actina, profilina, Cap, actoforina, Complejo ARP, actobindina, 

coactosina, talma, y protovilina. Además se encontraron señales de transducción; 

Pak, P1 3K, tor, Ser/thr cinasa, pk2, adenilato cinasa, Raci, Rhol, Rho GAP/GEF, la 

CRT del retículo endoplásmico y las proteínas de carga en su mayoría enzimas 

hidrolíticas. De esta manera se observaron cambios considerables de la composición 

del fagosoma durante el proceso de maduración, indicando un reflujo constante de 
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los diferentes actores moleculares de la biogénesis del fagosoma, por lo tanto el uso 

M proteoma del fagosoma, puede ayudarnos a una mejor comprensión del 

significado biológico y etiológico de la fagocitosis en este parásito .4° 

El estudio de la interacción de la E. histolytica con diferentes sustratos 

biológicos ha sido el principal objetivo para determinar los mecanismos patogénicos 

que producen las lesiones amibianas. El uso de modelos in vivo en animales en los 

cuales se producen lesiones intestinales y extra¡ ntestinales experimentalmente, ha 

contribuido significativamente en el conocimiento de esta infección a pesar de que 

no se cuenta con un modelo animal que reproduzca el ciclo completo de la 

enfermedad, sin embargo, el uso de diferentes animales de laboratorio susceptibles 

y resistentes nos ha permitido acercarnos más a la comprensión de la interacción 

huésped-parásito.41 

En el pasado los ratones no se usaban tan frecuentemente como modelo para 

la amibiasis ya que se consideraban animales naturalmente resistentes contra la E. 

histolytica. Sin embargo Ghadirian y Kongshavn usando diferentes cepas de ratones 

reportaron diferencias en la susceptibilidad al desarrollo de la amibiasis invasora 

después de la inoculación con trofozoítos cultivados axénicamente. Las cepas 

C3H/HeCv, Balb/c, NZB/BIN, BIO.A, DBA2 y C5713116 se consideraron como 

susceptibles y las cepas AJJ,CE, DBAI y CD-1 se consideraron como resistentes. 42 

Un modelo interesante para la colitis amibiana se desarrolló en los ratones 

SCID cuando un fragmento de intestino humano fue implantado en la región 

supraescapular, 43 Este xenotransplante intestinal humano fue después infectado con 

E. histolytica. Después de 12 horas de inoculación dentro del lumen de este 

xenotransplante aparecen ulceraciones focales con invasión de la submucosa 

similares a las que se observan en el humano con colitis amibiana. 

Algunos aspectos de la patología amibiana no se han resuelto, sin embargo se 

han desarrollado técnicas nuevas más sofisticadas y precisas, tanto celulares, 

inmunológicas, bioquímicas y moleculares, así como, el uso de modelos animales de 

la infección cada vez más cercanos al fenómeno de la invasión o daño tisular



observado en el humano, que nos acercan cada día más a la resolución de estas 

interrogantes. 

Epidemiología de la amibiasis. 

Como agente etiológico de la amibiasis humana, E. histolytica tiene una 

amplia distribución en el ámbito mundial, principalmente en países en vías de 

desarrollo, en los cuales se comporta de manera endémica . 21 Dentro de los países 

que por su alta prevalecía de amibiasis son considerados como endémicos se 

encuentran; India, Egipto, Turquía y México.4 

Nuestro conocimiento en cuanto a la distribución y prevalencia regional y 

mundial de la E. histolytica, está cambiando debido a la reciente diferenciación entre 

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

Los datos epidemiológicos a nivel mundial, antes de que se pudiera diferenciar 

entre las dos especies de Entamoeba, mostraban una prevalencia de alrededor de 

500 millones de personas infectadas anualmente, con un índice de morbilidad del 

10% y de mortalidad del 1%. Sin embargo, la amibiasis sigue siendo la tercera causa 

de muerte debida a infecciones parasitarias, a nivel mundial, después de la malaria y 

la esquistosomiasis. ' 

En 1993, el número de casos de amibiasis hepática registrados en el país fue 

de 5000 personas afectadas, con un promedio mensual de alrededor de 500 casos 

repartidos en toda la República, 44 siendo esta forma clínica 10 a 30 veces más 

frecuente en adultos que en niños. La frecuencia de amibiasis intestinal es mayor en 

la población infantil (1 a 5 años de edad) que en los adultos, 45 de ahí que ésta se 

encuentre clasificada dentro de las principales infecciones intestinales, las cuales 

representan la segunda causa de diarrea en niños.46 

En 1992 el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) el cual atiende a más 

de la mitad de la población mexicana registró el tratamiento de 369,440 casos 

nuevos de amibiasis intestinal invasora (colitis amibiana o disentería) y 1992 casos 

46 de AHA. De tal manera que la mortalidad en nuestro país atribuida a E. histolytica



antes de 1970 era de 9-13%, pero este nivel de mortalidad como se ha reportado 

por el IMSS ha disminuido al 1.2% para el año de 1994. 

Así datos más recientes sobre la incidencia de AHA reportan un rango de 8.5 

casosl100,000 en 1995 a 3.66 casos/100,000 en el 2000.48 

Por otro lado, en un estudio de evaluación de la incidencia de AHA en el 

estado de Sonora en México, en cuatro hospitales de la ciudad de Hermosillo, 

durante los años del 2000 al 2005 reportaron un total de 319 AHA, resultando una 

incidencia de 1.19 casos/1 000 individuos registrados. 

En Hué, Vietnam, una ciudad con un millón de habitantes se reportaron 1500 

casos de AHA durante un periodo de 5 años en un solo hospita1, 50 recientemente la 

región alrededor de la ciudad de Hué se ha identificado como una área de altísima 

incidencia de AHA y se considera que una amplia proporción de la población está 

infectada con la E. histolytica, por esto esta ciudad representa un excelente sitio para 

estudios epidemiológicos y de tratamiento de la amibiasis. 

Los estudios de prevalecía de la E. histolytica y la E. dispar en Sudáfrica y 

Egipto revelan que la E. histolytica es una infección común tanto en el norte como en 

el sur del continente y que la mayoría de las infecciones son asintomáticas, 

encontrando también que la mayoría de los quistes identificados en las heces son de 

la especie no patógena E. dispar. También es interesante hacer notar que en Egipto 

la colitis amibiana es extremadamente común y en contraste, el AHA se presenta 

muy raramente, mientras que en Sudáfrica ocurre lo contrario, donde la mayoría de 

las infecciones invasivas se manifestaron como AHA y la colitis invasiva es más rara, 

las razones para estas discrepancias no se conocen, pero pueden ser atribuidas al 

grado de desarrollo de las diferentes poblaciones, a factores genéticos del huésped, 

o variaciones del parásito y a factores ambientales. Así como a la distribución 

particular de diferentes cepas con diferentes grados de patogenicidad en las 

diferentes poblaciones. 51 

La existencia de una gran cantidad de casos de amibiasis asintomática en el 

mundo en relación a un número importante pero considerablemente menor de casos 

de enfermedad invasora ha sido interpretado como un indicador de la virulencia 
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variable de las diferentes cepas amibianas, siendo uno de los aspectos más 

discutidos en esta parasitosis. En 1925 Emite Brump, sugirió que había dos especies 

morfológicamente indistinguibles; una especie capaz de causar enfermedad invasora 

y otra que no causaba enfermedad. A esta última la llamó E. dispar.52 

En este sentido, desde los años 70 se fueron acumulando suficientes datos 

bioquímicos, inmunológicos y genéticos que indican que existen dos especies con 

características morfológicas idénticas, las que anteriormente eran conocidas como E. 

histolytica patógenas y no patógenas, actualmente la especie no patógena se 

denomina E. dispar. Por lo tanto, ahora se acepta que solo E. histo/ytica es capaz de 

causar la enfermedad intestinal invasora y extraintestinal, mientras que la E. dispar 

no causa lesiones tisulares.53 

La confirmación de la existencia de estas dos especies de Entamoeba, es uno 

de los más importantes logros en el campo de la investigación en amibiasis; Sin 

embargo, lo anterior nos sitúa frente a una nueva perspectiva en el campo 

epidemiológico, particularmente en cuanto a la evaluación e interpretación de los 

resultados en la determinación de la prevalecía de la infección por E. histolytica o por 

E. dispar y la morbilidad de la enfermedad amibiana, por lo tanto, es necesario 

reevaluar estos datos epidemiológicos utilizando nuevas tecnologías que permitan 

discriminar entre infecciones por E. histolytica o E. dispar. En este sentido la 

tecnología de DNA recombinante ha permitido mediante la prueba de la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR), poder detectar y amplificar secuencias de DNA 

específicas de cada una de las especies y se está evaluando su aplicación en 

estudios, clínicos y epidemiológicos	5556 

La mayor parte de los individuos infectados con E. dispar /E. histolytica son 

portadores asintomáticos, no existen datos confiables acerca de la relación entre el 

número de portadores asintomáticos y el número de individuos con infección 

invasora, sin embargo, se ha determinado que en México existe una relación 

aproximada de un paciente con amibiasis invasora por cada cinco portadores, siendo 

uno de los países con índices más altos de amibiasis invasora en el mundo.4
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México y otros países de Latinoamérica están esforzándose para determinar el 

estado actual de la epidemiología de la infección por E. histolytica usando como 

herramienta diversas estrategias moleculares .57, 58 En el año de 1993, Acuña-Soto y 

col. reportaron exitosamente el uso del PCR en la epidemiología de la infección con 

E. histolytica diferenciando entre las patógenas y las no patógenas en una 

comunidad rural en el estado de Chiapas, México. Se seleccionaron al azar 201 

individuos, 12% fueron positivos por microscopia para E. histolytica ¡E. dispar, de 25 

muestras 24 fueron positivas por PCR, el análisis de los resultados por PCR 

definieron tres grupos diferentes de individuos, el primero (51.5%) de individuos con 

una coinfección por ambas especies (E. histolytica y E. dispar), el segundo 

corresponde a individuos infectados con E. histolytica (33.33%), y un tercer grupo 

que incluye individuos infectados con la especie E. dispar (3.70%), mostrando que 

en esta comunidad existe una mayor prevalecía de infecciones con E. histolytica 

(85.18%) que de infecciones con la E. dispar (55.55% ). 59 Esta fue la primera vez que 

se confirmó la existencia de la coinfección por ambas especies en un mismo 

individuo. 

Recientemente Ramos y col 2005. reportaron parte de los resultados de un 

estudio longitudinal desarrollado en el estado de Morelos, México. La prevalencia de 

la infección por E. histolytica/E. dispar determinada por microscopia fue de 12.8%; 

muchas de las muestra presentaron más de un parásito. Sin embargo, la prevalecía 

de infección con E. histolytica y E. dispar determinada por PCR fue de 13.8% y 9.7% 

respectivamente.60 

La aplicación de herramientas moleculares está ayudando a responder 

muchas interrogantes sobre la amibiasis. Se está en el inicio de una nueva etapa en 

el estudio de la epidemiología de la infección con E. histolytica y E. dispar sobre todo 

en áreas endémicas de la infección donde existe la necesidad de desarrollar estudios 

longitudinales a gran escala, desarrollados por grupos multidisciplinarios de 

investigadores, solamente así se contará con datos más reales sobre la prevalecía 

de la infección y de la enfermedad amibiana.57
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Inmunología de la amibiasis. 

Un aspecto importante en el control de la amibiasis es el estudio de la 

respuesta inmune que se activa en el individuo infectado. 

En términos generales se acepta que la respuesta inmune contra E. histolytica 

ocurre únicamente como resultado de una invasión tisular induciendo tanto una 

respuesta de tipo celular como humoral. 61 Sin embargo, el estímulo antigénico local 

sobre linfocitos B localizados en la lámina propia, submucosa y placas de Peyer, muy 

probablemente no requiere de invasividad para producir anticuerpos con isotipo 

lgA, 6162 los cuales son excretados por exocitosis en una forma molecular llamada IgA 

secretoria (IgAs). Al parecer la producción de IgAs disminuye rápidamente al eliminar 

el estímulo antigénico, 63 por lo cual se ha sugerido que quizá a través de su 

identificación y medición se puedan verificar infecciones intestinales recientes.61 

Aunque cabe mencionar que en este sentido existen datos más recientes sobre la 

inmunidad secretora que hace pensar en una participación mucho más activa en la 

modulación del estado infeccioso en zonas endémicas, donde se ha demostrado la 

persistencia de IgAs por períodos tan prolongados como un año.64 

En función de la respuesta sistémica, una vez que la invasión tisular ha 

ocurrido, se desencadenan los mecanismos de inmunidad humoral y celular. 61 Se 

puede decir que todos los pacientes que se recuperan de un AHA, presentan un 

estado de hipersensibilidad retardada cutánea a antígenos amibianos, al contrario de 

lo que sucede en pacientes que se encuentran en estadios tempranos de la 

enfermedad, aparentemente debido a un estado de anergia transitoria. 65 Este 

período en el que se presenta un estado de inmunosupresión específica en las 

etapas iniciales del AHA no tratado, ha sido demostrado en pruebas de citotoxicidad 

de linfocitos provenientes de pacientes, así como por la disminución de la producción 

del factor inhibidor de la migración de macrófagos in vitro. 66 Por otro lado, se ha 

informado que los linfocitos aislados de sangre periférica de pacientes con AHA 

responden a la estimulación antígeno-específica en pruebas de transformación 

blastoide de dichas células, 67 fenómeno que no se presenta en individuos sanos ni 

en pacientes con amibiasis intestinal, siendo una posible explicación el grado de 
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invasión tisular yio de la inmunosupresión de la rama aferente de la respuesta 

inmune. 68 Por otro lado, algunos productos de E. histolytica parecen tener actividad 

mitogénica, los cuales son responsables de la expansión policlonal observada en 

individuos con AHA, 69 otras investigaciones señalan la inversión de la relación de 

células T ayudadoras/ células T supresoras en estos mismos pacientes .7° 

El papel que desempeñan los macrófagos en la amibiasis como mecanismo 

de defensa, constituye en términos generales una forma de resistencia natural del 

huésped .7' En estudios realizados en hámster se ha comprobado que el mecanismo 

de defensa contra la infección amibiana puede verse favorecido al tratar a los 

macrófagos con bacilo de Calmmete-Guérin (BCG) o deprimido si son tratados con 

sílice, 7273 lo cual además de disminuir la función del macrófago propicia un aumento 

en la multiplicación de E. histolytica a nivel intestinal.71 

Datos clínicos y experimentales apoyan la hipótesis que los mecanismos de 

resistencia desarrollados contra la amibiasis invasora son mediados por células. Los 

procesos que disminuyen la actividad de macrófagos in vivo hacen al hospedero más 

susceptible para la infección amibiana.74 

En las infecciones parasitarias se ha determinado que la resistencia o 

susceptibilidad contra ciertos parásitos correlaciona con la subpoblación de células T 

activadas .75 Así en la amibiasis invasora se ha determinado un incremento en la 

población de linfocitos TCD4+ Th2 durante la fase aguda de la invasión, mientras que 

después de la recuperación se incrementa la subpoblación de linfocitos Th-1 los 

cuales a su vez producen INF-gama que activa a los macrófagos.76 

A pesar de que se ha descrito que los macrófagos y linfocitos activados 

pueden destruir trofozoítos amibianos ¡n vitro, también las amibas pueden destruir a 

estas células. Por lo tanto, no se puede asegurar si la respuesta citotóxica de los 

macrófagos y linfocitos es moderada o si las células que participan son destruidas 

por las amibas. Las evidencias sugieren que la respuesta inmune celular podría 

estar participando en la resistencia a la reinfección por el parásito, esto está 

apoyado por la observación clínica de que la recurrencia de AHA es muy poco 

frecuente. 74 ' 77 Sin embargo, existen algunos reportes de reincidencia. Morán y col,78 
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reportaron el caso de un hombre que durante el periodo de 4 años registro 3 eventos 

independientes de AHA, los resultados mostraron una deficiencia en el estallido 

respiratorio de sus fagocitos mononucleares (MP). El estallido respiratorio es el 

principal mecanismo microbicida de los leucocitos PM ésto además ha sido 

considerado una estrategia de resistencia del hospedero contra la E. histolytica éste 

puede ser al menos un factor de riesgo en este paciente y que haya sido el 

responsable de la recurrencia del AHA. 

Con respecto a la inmunidad humoral se han detectado anticuerpos 

específicos en el suero, predominantemente lgG una semana después del inicio de 

la sintomatología en el caso de la amibiasis invasora, 6179 por lo que la identificación 

de estos anticuerpos se ha propuesto como una herramienta útil en el diagnóstico de 

la amibiasis invasora, tanto a nivel individual, sobre todo en el absceso hepático, 

como a nivel colectivo a través de Ja seroepidemiología como indicador de 

invasividad. 

En realidad no es claro el papel que desempeñan los anticuerpos 

antiamibianos, se ignora si tienen un papel protector o si sólo son el resultado de la 

invasión tisular o exposición al parásito, ya que títulos altos de anticuerpos 

antiamibianos coexisten durante la fase aguda de la enfermedad y persisten durante 

largo tiempo. A pesar de ello la reinfección por este parásito es frecuente.6180 

La IgAs anti-E. histolytica ha sido reportada en la bilis de ratas inmunizadas 

intracecalmente, 63 en la leche humana 81 y en calostro, 82 los anticuerpos IgA e lgM se 

han encontrado en secreciones de ileon y colon así como en las heces de pacientes 

con AHA. La presencia de anticuerpos de la clase lgM sugiere que esta 

inmunoglobulina puede ser importante en los mecanismos de defensa contra E. 

histolytica, en virtud de su capacidad para activar el sistema del complemento.83 

Ximénez y col. (1990) reportaron la presencia de coproanticuerpos anti-E. 

histolytica tanto en pacientes con amibiasis intestinal como en el grupo control 

estudiado, en ambos grupos los títulos más altos correspondieron a los anticuerpos 

de la clase IgA, lgM e lgG. Los resultados demostraron que los títulos de 

coproanticuerpos de los diferentes isotipos no permiten distinguir entre individuos 
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adultos con amibiasis intestinal aguda y la población normal en zonas donde la 

amibiasis se comporta como una enfermedad endémica.84 

Estudios clínicos recientes sugieren que la inmunidad de las mucosas pueden 

proveer de alguna protección ante la infección intestinal recurrente con la E. 

histolytica. Un estudio realizado en Sudáfrica mostró que los individuos que sufrían 

recurrencias de AHA y que presentaban anticuerpos IgA secretores anti-amibianos 

en sus mucosas dirigidos contra la lectina Gal/GaINAC de E. histolytica, fueron 

menos susceptibles a reinfectarse con otras Entamoebas y con E. dispar durante el 

periodo de seguimiento .85 En contraste un estudio epidemiológico en Vietnam 

demostró que individuos con episodios posteriores de AHA mostraron el mismo o 

ligeramente mayor riesgo de sufrir un segundo caso de AHA. 86 lnteresantemente, un 

considerable número de pacientes presentaron AHA recurrentes durante el periodo 

de estudio (8 años). Sugiriendo que el AHA no induce inmunidad de larga duración, 

no obstante también se observó que el 10 % de estos pacientes exitosamente 

tratados no resuelven completamente la lesión en el hígado y estas lesiones 

residuales se asocian con una serología amibiana positiva . 87 Estos estudios 

sugieren que la presencia en las mucosas de anticuerpos anti-lectina correlacionan 

con el riesgo reducido de una nueva reinfección con E. histolytica o E. dispar, lo que 

reduce el riesgo de enfermedad tanto colitis como el absceso hepático. Sin embargo, 

hasta ahora ha resultado muy difícil determinar si la inmunidad observada en esta 

infección se desarrolla después de la infección. Esto es un concepto importante 

porque puede ser difícil de desarrollar una vacuna que provea una respuesta inmune 

protectora mayor que la que se adquiere por la infección natural.88'89 

En las últimas décadas, las mejoras en el servicio sanitario ha reducido 

considerablemente la amibiasis en países del primer mundo, sin embargo, en los 

países pobres estos beneficios no han llegado a toda la población. De tal manera 

que se ha planteado la generación de otros recursos para prevenir la amibiasis. 

Tales como el desarrollo de posibles vacunas. Las vacunas son un gran recurso 

para prevenir la enfermedad y erradicar la infección, existen vacunas efectivas contra 
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una gran variedad de bacterias y virus, pero no se han podido desarrollar vacunas 

eficientes contra parásitos. 

Las infecciones parasitarias, son un verdadero reto para el desarrollo de 

vacunas, ya que presentan complejos ciclos de vida, diversos estados antigénicos, 

y hospederos intermediarios, así como reservorios animales de la infección y por si 

fuera poco complejos métodos de evasión de la respuesta inmune. 

La E. histolytica que presenta un ciclo de vida simple, no tiene hospederos 

intermedios, presenta una localización extracelular y no se ha reportado variación 

antigénica en este parásito, aparentemente presenta pocos retos para el desarrollo 

de una vacuna. Sin embargo, hasta ahora el desarrollo de una vacuna anti-amibiana 

está en una etapa inicial, un buen número de proteínas amibianas han sido 

identificadas como potenciales candidatos a vacunas ya que estas fueron capaces 

de inhibir o prevenir la formación de AHA en roedores experimentalmente 

infectados909192 así como; las peroxiredoxinas, lipofosfoglicano LPG5 y las proteasas 

de cisteina EhPCs. Los dos candidatos más prometedores parecen ser; la proteína 

de 25 kDa rica en seria SRPEh y la lectina de 266 kDa inhibible por 

galactosa.939495 

El progreso en el desarrollo de las vacunas ha sido facilitado por los nuevos 

modelos animales y por la aplicación de la tecnología de DNA recombinante, ya que 

utilizando este recurso se pueden producir fragmentos de proteínas, péptidos que 

contienen epítopes protectores y excluir regiones del antígeno blanco no 

relacionadas con el efecto protector. Esta propiedad es de especial importancia en el 

caso de la lectina Gal/NacetilGal, donde la inmunización con la molécula nativa 

puede resultar en una respuesta inmune protectora en algunos animales vacunados, 

pero puede exacerbar la enfermedad en otros animales.9596 

Diagnóstico de la amibiasis. 

El diagnóstico de la infección amibiana consiste básicamente en la 

identificación de E. histolytica en las heces y/o en la mucosa colonica de los 
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pacientes. Por años este diagnóstico se ha hecho por examen microscópico de las 

heces, sin embargo se ha observado que esta técnica presenta una baja sensibilidad 

y especificidad y frecuentemente se reportan resultados de falsos positivos además 

de que es difícil, requiere personal altamente capacitado y es imposible diferenciar 

morfológicamente entre amibas patógenas y no patógenas.4 

El cultivo de trofozoítos aislados de las heces de pacientes seguido del 

análisis de zimodemos ha sido considerado como un buen examen definitivo para el 

diagnóstico sin embargo esta metodología no es fácil y toma mucho tiempo y 

últimamente se ha reportado que las diferencias observada en el corrimiento de los 

zimodemos puede ser ocasionado por la presencia de bacterias indispensables para 

el cultivo de los trofozoitos amibianos97 

La serología representa un proceso cada vez más importante en la 

confirmación del diagnóstico de invasión extraintestinal o intestinal, pero el principal 

problema de los estudios serológicos es que detectan anticuerpos contra antígenos 

amibianos totales y los pacientes que han sufrido un evento invasor por E. histolytica 

permanecen seropositivos por varios años después de haber resuelto 

satisfactoriamente la enfermedad por lo que no permite diferenciar entre casos de 

infecciones recientes de casos de infecciones pasadas. 98,99 De ahí la necesidad de 

contar con métodos prácticos, sensibles y específicos para la detección de antígenos 

en las heces y en el suero. 

Entre las principales técnicas que emplean antígeno de E. histolytica para la 

detección de anticuerpos circulantes, se encuentran la contra¡ nmunoelectroforesis 

(OlE) y la hemaglutinación indirecta (HA¡) y el ensayo inmunoenzimático (ELISA).100 

Así mismo cabe mencionar que el empleo tanto de anticuerpos monoclonales como 

de sueros hiperinmunes por el método de ELISA permiten la detección de trofozoítos 

en las heces, lo cual constituye un avance potencial en el diagnóstico de esta 

enfermedad. 101,102 

El uso de proteínas o péptidos recombinantes para el inmunod¡agnóstico 

amibiano han resultado ser más sensibles y específicos. De esta manera, existen 

reportes de una proteína recombinante rica en seria de aproximadamente 25 kDa, 
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la cual se ha utilizado para el serodiagnóstico de la amibiasis invasiva aguda a través 

de ELISA; esta prueba muestra una sensibilidad de 79% y una especificidad de 87% 

tanto en sueros de pacientes con AHA como en aquellos que presentan amibiasis 

intestinal invasiva.103 104 

Últimamente se han desarrollado nuevas estrategias para la detección de la E. 

histolytica que se basan en la detección de antígeno específico que son viables 

comercialmente. Ensayos de ELISA (Thechlab E. histolytica) y permiten identificar 

antígenos de E. histolytica en heces y que además pueden distinguir infecciones con 

E. histo/ytica de infecciones con E. dispar, estos ensayos han demostrado ser más 

sensibles que la microscopia sin embargo, su uso sobre todo en áreas endémicas no 

se ha generalizado debido a su alto costo por un lado y a las diferencias en cuanto a 

sensibilidad y especificidad al utilizarse en estas áreas.105 106, 107 

Así también, el empleo de estrategias moleculares como la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR) es capaz de diferenciar E. histo/ytica de E. dispar, 

esta técnica es más sensible y específica y cada día se incrementa su uso en la 

clínica y en la investigación. La identificación de la E. histolytica en diferentes 

muestras biológicas por POR se ha basado sobre la amplificación de proteínas 

polimórficas como la SRPEh, las quitinasas entre otras muchas y genes de RNAr 

utilizando iniciadores especie-específicos.' 08, 109, 110, Además el empleo de estas 

técnicas moleculares ha demostrado un alto grado de diversidad genética entre las 

diferentes cepas o especies de Entamoeba aún dentro de áreas geográficas 

relativamente restringidas (individuos, unidad familiar y/o comunidad).
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ANTECEDENTES 

Características de la Caireticulina. 

La caltericulina (CRT) es una proteína multifuncional altamente conservada 

evolutivamente que se encuentra principalmente en el lumen del retículo 

endoplásmico de casi todas las células eucariontes excepto los eritrocitos. La CRT 

fue primero aislada en 1974 de músculo de conejo y donada hasta 1989 y desde 

entonces la CRT se ha aislado y donado en vertebrados, invertebrados, parásitos y 

en las plantas superiores, el gen de esta proteína no se ha identificado en 

procariontes ni en levaduras.11 

El dogma para la molécula de CRT es: un gen un RNAm y una proteína, en la 

mayoría de las especies, sin embargo, recientemente se han identificado isoformas 

en el humano, el ratón y también en algunas especies de plantas.' 13. 114 

La secuencia de aminoácidos de esta proteína muestra una identidad del 90Ú/o 

entre las especies de mamíferos, 80-90% entre las plantas y entre los animales y las 

plantas de alrededor del 50%. Además, se ha determinado un alto nivel de 

homología con secuencias de cDNA de la CRT aislada de especies tan diferentes 

como Onchocerca vo/vus, Schistosoma mansoni, Leishmania, Euglena y Drosophila. 

lo que indica una fuerte conservación evolutiva del gene, así como de las funciones 

biológicas tan importantes en las que interviene esta proteína." 

La CRT es una proteína con rango de pesos moleculares que van de 46 a 60 

kDa dependiendo de la especie, la secuencia primaria en esta proteína en las 

diferentes especies donde se ha identificado inicia con un péptido señal y termina 

con una secuencia C-terminal KDELI/HDEL-ER que constituye una señal de 

retención de las proteínas constitutivas del RE, Ja cual además es responsable de la 

retención de la CRT en el lumen del RE. 112,115 

La CRT puede ser dividida en tres dominios estructurales y funcionales sobre 

la base del análisis de su secuencia de aminoácidos: El dominio amino terminal N 

(residuos 1-180), constituye aproximadamente la mitad de la molécula y es una 

estructura globular, la secuencia de aminoácidos de este dominio está muy



conservada en todas las CRT. Este dominio tiene la propiedad de unirse a Zn, 

presenta un sitio de fosforilación potencial y un sitio potencial de glicosilación, tiene 

actividad de autoquinasa, presenta sitios de unión a dominios de DNA principalmente 

a receptores de esteroides y al RNA del virus de la rubéola así como a la subunidad 

alfa de las integrinas. lnteractúa con la proteína disulfido-isomerasa (PDI), y la 

proteína 57 del RE (ERp57) este dominio además inhibe la angiogénesis. 112,116,117 

El dominio P (residuos 181-290), comprende una secuencia rica en prolinas, 

esta región de la proteína puede unir iones de Ca con alta afinidad pero con una 

baja capacidad de unión (imol de CaI mol de molécula). Muestra actividad de 

chaperona semejante a una lectina, además este dominio interactúa fuertemente con 

la PDI y con la perforina, también presenta secuencias de aminoácidos muy similares 

con otras proteínas que unen calcio. 112, 117, 118, 119 

El dominio C (residuos 291-400) está formado por la región carboxilo terminal 

(C-terminal) de la proteína y es altamente ácido y termina con la secuencia de 

recuperación KDELIHDEL- ER. Este domino también presenta sitios de unión a Ca 

de mayor capacidad ( 20-30 mol de Ca/mol de proteína), esto le confiere a la 

molécula completa la propiedad de almacenar Ca que a su vez le permite 

desempeñar un papel crítico en la regulación de la concentración del Ca 

intracelular. La unión del Ca a este dominio de la proteína regula la interacción de 

la CRT con la PDI, ERp57 y otras chaperonas, este dominio presenta actividad 

antitrombótica.112' 117,120 

La CRT fue identificada principalmente como una proteína residente del lumen 

del RE, sin embargo, investigaciones recientes han demostrado su presencia en una 

gran variedad de compartimentos celulares' 12 ' 121 donde participa en múltiples 

funciones celulares. Se ha detectado la CRT en los gránulos citotóxicos de linfocitos 

T, 122,123 en el citoplasma, 124,125 en la superficie celular, 126 ' 127 y extracelularmente 

como consecuencia de procesos invasivos, estrés y/o muerte celular en la saliva de 

mosquitos, 128 garrapatas, 129 en sangre y suero 130 de diferentes mamíferos incluido el 

hombre y en el espacio extracellular de diferentes tipos celulares estimulados in 

vitre."31132
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La detección de la CRT en el acrosoma de los espermatozoides, 133 una 

estructura considerada como parte del sistema secretor, sugiere que esta chaperona 

puede asociarse con otras proteínas sintetizadas en el RE y transportadas hacia el 

Golgi y subsecuentemente liberadas hacia las diferentes localizaciones celulares. 141 

También existe la posibilidad de que esta proteína residente del RE sea sintetizada 

en este organelo y pueda ser retrotransiocada hacia el espacio intracelular utilizando 

los mecanismos de transporte que normalmente utilizan las proteínas de secreción a 

las cuales se une la CRT.135 

En el parásito T. cruz¡ se ha identificado a esta CRT en RE, AG, vesículas 

asociadas al citosoma, una ¡nvaginación especializada de la superficie del parásito 

involucrada en la captación de macromoléculas, en la cromatina nuclear, en el 

cinetoplasto y sobre la superficie celular del amastigote. 136 

En las plantas la CRT ha sido localizada principalmente en el RE, en la 

envoltura nuclear, pero ha sido además detectada en los arreglos de los microtubulos 

del fragmoplasto y asociada con el huso mitótico de las células en división. 137. 138 En - 

general la CRT es muy abundante en muchos tejidos vegetales pero principalmente 

se ha localizado en raíces, hojas jovenes diferentes órganos florales y semillas en 

proceso de germinación. Por lo que existen indicios de que la expresión del gene EH 
para la CRT puede estar correlacionado con la proliferación celular, el desarrollo 

embrionario y eventos de fertilización. 139 

De esta manera a la CRT se le atribuyen cuatro funciones principales, dos 

dentro del lumen del RE: 1) chaperonina y 2) regulación de la homoestasis del Ca, 

y dos fuera del RE: 3) la CRT modula la adhesión celular y 4) regula la expresión de 

algunos genes sensibles a esteroides.112'117'8'14° 

En eucariontes superiores el control de calidad del procesamiento y 

maduración de los polipéptidos recién sintetizados en el RE es regulado por las 

chaperonas moleculares, incluyendo la CRT, glucosidasas y glicosiltransferasas. La 

CRT desarrolla un papel importante en dicho proceso, promoviendo el plegamiento y 

ensamblaje de las glicoproteínas recién sintetizadas y participa en la retención de las 
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glicoproteínas erróneamente ensambladas o incompletas que son blancos de la 

degradación hacia el proteosoma. 119.141,142 

La función altamente conservada de la CRT de unir Ca indica que ésta 

participa en la regulación de la concentración del Ca intracelular que interviene en 

una gran variedad de vías metabólicas. Se ha demostrado que la CRT de parásitos 

como Leishmania y Schistosoma conservan esta propiedad de unir Ca  ̀in 

Vitro. 143,144 Así mismo, la CRT regula la actividad de chaperona de las proteínas PDI 

y ERP57 por la modificación de su interacción con estas proteínas en respuesta a las 

fluctuaciones de la concentraciones de Ca dentro del lumen del RE. 118, 120, 145 

La CRT y la respuesta inmune. 

La CRT nativa de diferentes parásitos ha demostrado ser inmunogénica, tanto 

en humanos como en animales de experimentación, conejos y ratones. 144,146,147 

Muchos de los individuos seropositivos para T. cruzi muestran cantidades 

considerables de lgG anti Tc-CRT, este hecho implica que la infección natural o 

experimental con 1 cruz¡ provee Tc-CRT a las células B inmunocompetentes, vía de 

la expresión de la CRT en la superficie del parásito, secreción o liberación por muerte 

del parásito o combinación de ambas. 

La CRT ha sido identificada en las enfermedades reumáticas como un 

autoantígeno asociado con el complejo ribonucleoproteína Ro/SS-A, 148 ' 149" 5° sin 

embargo, existe controversia sobre la relación entre la CRT y el autoantígeno Ro/SS-

A, ya que se han detectado autoanticuerpos contra péptidos sintéticos de CRT, CRT 

recombinante o formas nativas en pacientes con enfermedades autoinmunes como 

lupus eritematoso sistémico y síndrome de Sjogren's.'21"151 

Sin embargo, también se han detectado anticuerpos anti-CRT específicos de 

algunos parásitos en pacientes infectados y en general, se ha observado que esta 

proteína es altamente inmunogénica, como en el caso de: RAL-1 una proteína 

homóloga de la CRT detectada en parásitos filariales en los cuales se ha 

caracterizado como un antígeno inmunodominante en humanos con 

oncocercosis.' 52 ' 153 También se han detectado anticuerpos contra la CRT de S.



mansoni en pacientes con esquistosomiasis, 144 así como también en pacientes con 

tripa nosomia sis. 146 De tal manera que las investigaciones sobre la localización y 

blanco de la CRT en la superficie de los diferentes parásitos es de gran importancia 

para entender la interacción de la CRT con complejos moleculares del hospedero y 

en el entendimiento de la prevalecía de los anticuerpos anti-CRT que se inducen por 

infecciones con diferentes tipos de parásitos. 

Por otra parte la CRT también interviene en diversas funciones moduladoras 

de la respuesta inmune en el humano, se sabe que interviene en los procesos de 

maduración del complejo mayor de histocompatibilidad clase 1 (MHC-1),' 12117154 así 

como en la inhibición de la activación de la vía clásica del complemento al unirse e 

inhibir al complejo Clq,' 55 ' 156157 esta estrategia se cree que es aprovechada por 

algunos parásitos que liberan su CRT al medio dentro del hospedero, para evadir de 

esta forma la respuesta inmune del huésped como es el caso de Necator americanus 

y T. Cruzi. 
158,159 

También es un componente importante de los gránulos líticos de los linfocitos 

T citotóxicos (Tc) y de las células NKs, interactuando con la perforina regulando su 

actividad. 122 

En la superficie celular la CRT puede desempeñar un papel importante en el 

reconocimiento y remoción de las células apoptóticas, desechos celulares y 

constituyentes intracelulares, a través de su acción con las colectinas. Estas son una 

familia de moléculas del sistema inmune que reconocen y se unen a material 

extraño. 111,161 

En la fagocitosis la CRT se une al CD91 al encontrarse en la superficie 

celular interactúa con las colectinas iniciando así el proceso de la fagocitosis.161 

Alternativamente también la CRT de algunos parásitos, al inhibir la angiogenesis, 

pueden proteger al hospedero de las agresiones neoplásicas en desarrollo, sin 

embargo todavía quedan muchas cuestiones por resolver sobre las consecuencias 

de estas interacciones in vivo tanto para el huésped como para el parásito.' 57,162,163
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La CRT en E. histolytica 

En trabajos previos nuestro grupo reportó que una proteína de 51 kDa de E. 

histolytica era un antígeno inmunodominante, con una gran reactividad contra 

anticuerpos séricos y secretores (lgG e IgA) de pacientes con amibiasis invasora, 

AHA y Al¡.' También se observó que los niveles de anticuerpos dirigidos contra esta 

proteína se reducían considerablemente a los 6 y 12 meses después de haberse 

resuelto la enfermedad, lo cual sugiere que dicha proteína podría tener utilidad 

diagnóstica y/o epidemiológica en áreas endémicas de amibiasis.2 

La secuenciación parcial del extremo amino terminal de está proteína de 51 

kDa demostró que se trataba de una proteína semejante a las CRT descritas hasta el 

momento. Además la secuencia analizada presentaba una identidad del 77% con la 

CRT aislada de hojas de espinaca y del 70% con el precursor de la CRT de 

Dictyostelium discoideum.3 

Por otro lado, en algunos trabajos de proteómica se han reportado evidencias 

de la existencia de esta molécula en la amiba, por un lado se identificó a la CRT 

amibiana asociada a la lectina Gal/GaINAc en dicho trabajo se sugiere que la CRT 

está involucrada en la unión y/o señalizaciones de Ca al interactuar con dicha 

lectina. 164 En otro reporte de proteómica en el cual identificaron proteínas asociadas 

a vesículas de transporte, se identificó también la CRT amibiana asociada a estos 

complejos membranales, lo que sugiere que participa a su vez activamente en los 

procesos de tráfico vesicular en este parásito. 165,166 

Sin embargo, no hay reportes de su purificación ni caracterización por lo que 

no se conoce la función de esta proteína en el trofozoíto, lo cual apoya la 

importancia y la relevancia de poder identificar y donar el o los genes que codifican 

para esta proteína en la E. histolytica.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

La calreticulina (CRT) es una proteína que tiene una distribución ubicua en 

todas las células eucariontes, con excepción de las levaduras y los eritrocitos; la CRT 

es una proteína asociada al RE pero también se ha localizado intracelularmente en 

diferentes compartimentos por lo que se considera como una proteína con 

propiedades multifuncionales que participa en eventos tanto intracelulares como 

extracelulares.112 

En este sentido, nuestro grupo detectó previamente la presencia de una 

proteína de 51 kDa de E. histolytica como un antígeno inmunodominante en el 

huésped humano mostrando una gran reactividad con anticuerpos séricos y 

secretores (lgG e IgA) de pacientes con amibiasis invasora, AHA y Al l).2 La 

secuenciación parcial del extremo amino terminal de está proteína de 51 kDa 

demostró que se trataba de una proteína semejante a las CRT descritas hasta el 

momento. 

En base a lo anterior se plantea determinar si existía o no una CRT o una 

molécula semejante a ella en E. histolytica. Para esto se propuso identificar y donar 

el gene o los genes que la codifican para posteriormente expresar la proteína 

recombinante en un sistema de expresión procariótico con el objeto de producir la 

proteína recombinante y estudiar su función en la E. histolytica.
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JUSTIFICACIÓN 

Al iniciar este trabajo no se había reportado la existencia de una molécula 

semejante o igual a la CRT en E. histolytica, y hasta ahora no se ha reportado su 

expresión ni purificación. 

Por otro lado, tampoco se ha descrito la existencia de un RE como tal en este 

parásito, por lo tanto la identificación de una proteína semejante a la CRT, permitiría 

contar con un marcador molecular más que a su vez puede ser de utilidad pará 

definir la existencia o no de dicho organelo en la amiba. Así mismo, la expresión de 

la proteína CRT y la evaluación del papel que desempeña en la fisiología del parásito 

sobre todo en eventos de patogenicidad, son de gran utilidad para entender mejor la 

interacción de este parásito con su hospedero. 

HIPOTESIS: 

La secuenciación parcial de una proteína de 51 kDa en trofozoítos de E. 

histolytica, reconocida por anticuerpos circulantes y secretores de pacientes con 

amibiasis invasora, mostró que tiene una alta homología (77-70%) con la CRT 

descrita en hojas de espinaca y D. discoideum, lo que suguiere que tal proteína se 

encuentra en el trofozoíto de E. histolytica, De ser así la CRT se podrá detectar y 

donar el o los genes que codifiquen para ella en la E. histo/ytica lo que permitirá la 

caracterización tanto del gene como de la proteína para este parásito en particular.
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OBJETIVOS: 

Objetivo general: Detectar en el trofozoito de E. histolytica la presencia de la 

CRT o una molécula semejante a ella a través de la búsqueda y donación del gene o 

los genes que codifican para la CRT, así como la identificación física de esta proteína 

en los trofozoítos amibianos. 

Objetivos específicos: 

Clonación del gene o los genes que codifican para la proteína de 51 kDa 

semejante a la CRT en E. histolytica. 

Obtención de la secuencia de nucleótidos y aminoácidos de esta proteína y 

compararlas con las de otras CRT conocidas. 

Determinación de su grado de identidad, y el grado de conservación de esta 

proteína en relación con las otras CRT reportadas en otras especies. 

Producción de la proteína recombinante. 

Producción de anticuerpos policlonales. 

Inmunodetección de la proteína en los trofozoitos de E. histolytica.
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MATERIAL Y MÉTODOS. 

Cultivo de amibas y preparación de antígeno. 

Se utilizaron trofozoítos de E. hisfolytica de la cepa HM1: IMSS, que se 

cultivaron en medio axénico TYI-S33. 167 Los trofozoítos se cosecharon en la fase 

logarítmica de crecimiento después de 48 h y se procesaron de acuerdo al método 

descrito por Aley y c01. 168 con algunas modificaciones para obtener las fracciones 

microsomales, 169 almacenándose en alícuotas de 0.1 ml a -70°C. La determinación 

de proteínas se realizó de acuerdo al método de Bradford.17° 

Cultivo de células bacterianas y preparación de células competentes. 

Se utilizaron bacterias E.coii de las cepas; Y1090, X1-1BIue y BL21 cultivadas 

en medio líquido Luna (LB) complementado con ampicilina (100 pg/ml). 

Las células se hicieron competentes utilizando la técnica del RbCl,' 71 se creció 

una colonia de la bacteria en 2 ml LB sin antibiótico por 12 h a 37°C y al día siguiente 

se hizo un subcultivo, imI del cultivo de toda la noche se creció en 250 ml de LB y se 

incubó aproximadamente 4 h más hasta alcanzar una D0250nm de 0.5. Todos los 

siguientes procedimientos se hicieron en baño de hielo, se cosecharon las células y 

se resuspendieron en 4m1 de la solución (TFB1) incubándose por 55 mm; después se 

eliminó la solución centrifugándose 5 min a 250 X g. El botón se resuspendió en la 

solución (TBF2) 1.25 mi, se prepararon alícuotas de 50 pi y se congelaron en 

nitrógeno liquido para su posterior almacenamiento a —70°C. 

Electroforesis del antígeno insoluble de E. histolytica y electroelución de la 

proteína de 51 kDa. 

El patrón electroforético del Ag insoluble de E. histolytica se analizó en geles 

de poliacrilamida al 10% en condiciones reductoras y no reductoras, identificando las 

proteínas con la tinción de azul de Coomassie. La electroelución se hizo a partir de 

geles preparativos de poliacrilamida-SDS al 10% de 16 cm de largo. Las bandas se 

tiñeron de forma permanente con azul de Coomassie y de manera temporal con 
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CuCl 2 0.3M. 172 Una vez identificada la banda se cortó y se electroeluyó en una 

cámara de electroelución (Bio-Rad, Laboratorios, Hercules Ca, USA.) utilizando una 

solución amortiguadora de Tris-HCI 0.025 M, glicina 0.19 M y SDS al 1%. La 

electroelución se realizó a 4°C por 3 h a 10 mA, después se recuperó la proteína 

electroeluida y se dializó para su posterior concentración. 

Inmunoreactividad de la fracción de 51 kDa. 

Se probó la reactividad de la fracción, de 51 kDa por ELISA e 

inmunoelectrotransferencia, contra los anticuerpos heterólogos preparados contra 

CRT humana y de conejo respectivamente, anti-CRT (C-17) y CRT-283, así como 

con sueros de pacientes de amibiasis invasora AHA, o de individuos asintomáticos 

de E. histolytica. 

El anticuerpo comercial CRT C17 (Santa Cruz Biotegnology, Ca, USA.), es un 

anticuerpo policlonal de cabra dirigido contra un péptido de la región carboxilo 

terminal de la CRT de origen humano. El anticuerpo CRT-283 es un anticuerpo de 

cabra contra la CRT de conejo que esta dirigido contra el péptido sintético QAKDEL 

que representan la secuencia 386-401 de la CRT del conejo. 122 

Para probar la reactividad de la proteína electroeluida en el sistema de ELISA 

se utilizaron placas de poliestireno para microtitulación (Costar, Cambridge, MA. 

USA.). Los pozos se sensibilizaron colocando 1 j.tgl pozo de la fracción de 51 kDa o 

del anfígeno insoluble de E. histolytica en 50 ti de una solución amortiguadora de 

carbonatos 0.1 M, pH. 9.6 toda la noche a 4°C. Posteriormente, las placas se 

lavaron tres veces durante 5 mm, un primer lavado con PBS-Tween al 0.5% y BSA al 

0.5% y dos más con PBS-Tween al 0.5% y se bloquearon con BSA al 3% en PBS 

durante toda la noche a 4°C. Los pozos se lavaron nuevamente como en el paso 

anterior y se incubaron con los sueros de los pacientes de absceso hepático 

amibiano (AHA), sueros de personas no infectadas (controles) diluidos 1:1000, los 

anticuerpos; de cabra contra CRT humana (017), y cabra anti-CRT de conejo (CRT-

283) diluidos 1:300 durante 12 h a TA y en agitación. Los pozos se lavaron 

nuevamente y a continuación las placas se incubaron con un suero de cabra anti-lgG 
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humana y otro de conejo anti-lgG de cabra conjugados con peroxidasa (Zymed 

Laboratories, San Francisco, Ca. USA.) diluidos 1:1000, incubando durante 2 h a 

temperatura ambiente y en agitación. Como solución reveladora se utilizaron 50 

p.I/pozo de una solución con 10 mg de orto-fenilendiamina en 10 ml de solución 

amortiguadora de citratos 0.1 M, pH 4.5 y 4 il de H 202 al 30 %: la reacción se paró 

aproximadamente a los 5 min con 200 pi/pozo de H2SO4 1M y la densidad óptica 

(D.O.) se midió directamente en la placa a 490 nm en un microlector de ELISA (EL-

312e, BlO-TEC lnstruments, Co. Winooski, VT). 

I n m unoelectrotransferencia. 

La fracción de 51 kDa obtenida por electroelución se corrió en un gel de 

acrilamida/bisacrilamida 30/0.8% alnl0% y fueron transferidas a papel de 

nitrocelulosa (NG) de acuerdo al método de Towbin. 173 La NC se cortó en tiras de 

4mm que se bloquearon en PBS Gelatina 3% por 2 h a 37°C, posteriormente se 

incubaron con los anticuerpos, CRT-C17 y CRT-283. diluidos 1:300 por 12 h a 4°C. 

La reacción antígeno-anticuerpo fue detectada mediante un anticuerpo conjugado de 

conejo anti-lgG de cabra unido a fosfatasa diluido 1:1000 (Zymed Laboratories, San 

Francisco, Ca. USA) utilizando NBT/BCIP (Roche, Applied Science, Mannheim, 

Germany) como indicador de la reacción. 

Obtención de DNA genómico y de RNA de Trofozoitos de E. histolytica. 

Los trofozoítos de la E. histolytica fueron cultivados como se mencionó 

anteriormente y el DNA fue obtenido utilizando el estuche comercial (DNA mini Kit, 

Qiagen, Valencia Ca. USA.) siguiendo las instrucciones del proveedor. 

Para obtener el DNA nuclear se utilizó la estrategia de centrifugación 

diferencial para separar las fracciones nucleares de las fracciones microsomales.169 

El DNA se purificó utilizando el estuche comercial mencionado anteriormente. A la 

fracción nuclear se le agrego la enzima RNAasal (Gibco, Life Technology, NY.USA.) 

con la finalidad de obtener un DNA sin contaminación con RNA.
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La extracción del RNA se hizo utilizando el reactivo de Triazol, (Trizo! 

Reagent, Gibco, Life Technology, NY.USA.) y todo el material fue tratado con 

dietilpi roca rbonato (DPC) 0.1% VN para eliminar las RNAasas. Partiendo de imI de 

un cultivo de trofozoitos previamente lavados y cuantificados (5X10 6 trofozoítos/ml), 

se resuspendieron en 1 ml del reactivo de triazol, se homogenizaron con un 

ultrasonicador (Ultrasonic Processor 130 wats model, Daigger and Company Inc. 

Vernon Hilis USA); posteriormente se les agregaron 0.2 ml de cloroformo y se 

incubaron durante 3 minutos a temperatura ambiente. La muestra se centrifugó a 

12000 Xg durante 15 min a 4°C y se recuperó la fase acuosa. Se precipitó el RNA 

con 0.5 ml de isopropanol incubándo durante 12 hrs a 4°C, se centrifugó nuevamente 

y se lavó el botón con etanol al 75% por centrifugación a 7500 Xg durante 5 min a 

4°C. A continuación se evaporó el etanol (5-10 min a temperatura ambiente) y el 

RNA se resuspendió en 100 pl de agua milliQ libre de RNAasas. 

Producción de oligonucleótidos sintéticos para el gene que codifica para la 

CRT de E. hístolytica. 

En base a los resultados de la secuenciación de la proteína de 51 kDa y al 

análisis de las secuencias de las CRT conocidas y reportadas en la base de datos 

del GenBank (NCBI), se seleccionaron las secuencias más conservadas para estas 

proteínas, y se sintetizaron oligonucleátidos degenerados; de inicio F- LCRT1 (5' 

AAR GTY TAl TTC GAA GAA ACH TTC 3'), y reverso R-LCRT2 (5' WCC WGA YTT 

RAC TTC 3') y reverso R-LCRT3 (5' ATC TGG ATC YTT AAT-3'), tomando en cuenta 

la preferencia de uso de codones de E. histolytica,174 

Analizando la base de datos del Proyecto del Genoma de E. histolytica 

(www.tigr.org/tdb/e2kl/eh1) se seleccionó un contig con número de referencia 

(316997), en el cual se identificó un marco de lectura abierto (ORF) que codifica 

para una proteína denominada Rail, homóloga de la CRT y un gene que codifica 

para una probable CRT (gb/EAL49855.1) reportado recientemente (2005). El análisis 

de estas secuencias nos permitió el diseño de oligunucleótidos específicos. Para la 

Rail los iniciadores fueron; de inicio EhRalFl, (5'-ACG AGC GCG AAA GTC TAJ 
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TT-3') y reverso EhRaIR2 ( 9475 TTC ACC TGC CAC ACA TCA AT-3'), de inicio 

EhRaIF3 (590 5'-CGC CGA AAG AAA TTG ATG AT-3') y reverso EhRaIR4 (609 5'-

ATC ATC AAT TTC TTT CGG CG-3'). 

Para la probable CRT se diseñaron los siguientes; de inicio,l) Ehcrt-FBamH1 

(5'-GGA 100 AIG ITT ACT CTT TTC OIT CTC-3'), reverso 2) Elcrt-RXhool (5'-

CTC GAG ITA AAG CTC TTC TU GTT TIC 3'), de inicio 3) Ehcrt-FBamH1-550, (5'-

GGA TCC CAA GAA AAG ITT GAT GAA-3'), y reverso 4) Elcrt-RXhool-550, (5'-

CTC GAG TTC ATC AAA CII ACC TTC TTG-3') en base a la secuencia reportada 

para un probable gene para la CRT con número de referencia gb 1 EAL49855.1 

reportado en la base de datos del Genoma de la E. histolytica, 175 a los cuales se les 

adicionó un sitio especifico para las enzimas de restricción BamHl y Xhool para 

facilitar los procesos de donación. 

Estos oligonucleátidos fueron sintetizados por el método de fosfitotriéster en 

un sintetizador automático de DNA modelo 391 (Aplied Biosystems, Foster City, Ca. 

USA.) en la Unidad de Síntesis del Instituto de Biotecnología de la UNAM. Los 

oligonucleótidos se disolvieron en H 20 milliQ, se llevaron a una concentración de 

100 ItM, y se almacenaron a 700C hasta su utilización. 

Clonación del gene que codifica para la proteína de 51 kDa semejante a la CRT 

de E. histolytica. 

Para identificar el gene o los genes que codifican para la CRT de E. hístolytica 

procedimos a realizar una búsqueda de donas recombinantes en bibliotecas de E. 

histo/ytica que fueron amablemente donadas por el Dr. Alejandro Alagón. 

1.- Se utilizó una biblioteca de cDNA de E. histolytica HM1:IMSS,176 

construida en el bacteriófago gt1 1 con insertos de 4-7 Kb donados en el sitio de 

restricción de la enzima Eco Rl, para este vector pueden utilizarse tanto anticuerpos 

como sondas como estrategia de búsqueda. Los fagos recombinantes se expresaron 

en la bacteria E. coli cepa y-1090. Las colonias que expresaron la CRT se 

identificaron por inmunodeteccion sobre réplicas de las colonias transferidas a 
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membranas de nitrocelulosa, mediante la utilización de una mezcla de sueros o 

salivas de los pacientes con Al o AHA, así como un anticuerpo de conejo anti CRT 

humana C17 (Santa Cruz Biotechnology, Sta. Cruz Ca. USA.) diluidos 1:100 y 

tratados previamente para eliminar anticuerpos anti-E. coli. Un anticuerpo de cabra 

anti-humano o anti-conejo fosfatados se utilizaron para detectar las donas positivas 

con NBT/BCIP (Roche, Applied Science, Mannheim, Germany) como sustrato. 

Las donas positivas fueron purificadas por un segundo y tercer tamizaje hasta 

obtener una reactividad del 100 %, los fagos recombinantes fueron purificados 

utilizando el Kit (LAMBDA MINI KIT, Qiagen, Valencia Ca. USA.) Siguiendo las 

instrucciones del proveedor. Los bacteriófagos puros se almacenaron a —20°C para 

su posterior secuenciación. 

2.- Para aislar el gene o los genes completos para la CRT se utilizó una 

biblioteca genómica de E. histolytica HM1-IMSS construida en el bacteriófago 

2Zapl1. 177 Con insertos donados de 4-7 kb insertados en el sitio de restricción de las 

enzimas Hindlll y EcoRl. La búsqueda se realizó por hibridación en placa. En un 

primer tamizaje se probaron 350,000 unidades formadoras de placa (ufp), utilizándo 

50,000 ufp/caja de agar H. Estos bacteriófagos recombinantes se introdujeron en 

bacterias E. coli cepa XL1—Blue, incubando durante 12 h a 42° C. Después de que 

se observaron las placas líticas, se procedió a la realización de réplicas de las placas 

líticas sobre membranas de nylon cargadas positivamente (HYBON N+, Roche, 

Applied Science, Mannheim, Germany Pharmacia). 

Para la desnaturalización y fijación de los bacteriófagos y del DNA, las 

membranas de nylon se trataron primero con una solución desnaturalizante de NaOH 

0.2 M y NaCI 1.5 M; posteriormente con una solución neutralizante de Tris—HCI 0.4 

M pH 7.6 y se dejaron secar en un horno a 80°C durante 2 h. (Horno de Hibridación 

modelo 136400, Boekel Scientific). 

Posteriormente las membranas se lavaron con una solución de SSC 3X 

adicionada con SDS al 0.1% y se incubaron en la solución de prehibridación a 37°C 

durante 1 h. Inmediatamente después se retiró esta solución y se procedió a la 
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hibridización colocando 10 mt de la solución de hibridación adicionada con 20 pmoles 

M oligonucleótido marcado con digoxigenina (LCR1—DIG) por membrana y se 

incubó durantel2 h a 62°C en el horno de hibridación. 

Al finalizar la hibridación se procedió con la detección inmunológica de la 

marca, para esto se utilizó el estuche comercial DIG Nucleic Acid Detection Kit, 

(Roche, Applied Science, Mannheim, Germany.) siguiendo las indicaciones del 

proveedor. Para ello, se bloquearon los sitios no ocupados de la membrana con Tris-

HCI lmM pH 7.5 y gelatina al 3% durante 30 min a 37°C en agitación. Después se 

incubó con un anticuerpo de cabra contra digoxigenina conjugado a fosfatasa 

(Roche, Applied Science, Mannheim, Germany) durante 1 h en las mismas 

condiciones mencionadas anteriormente. 

Finalmente, se agregó el sustrato para la fosfatasa (5-bromo-4 cloro-3-

indolilfosfato BCIP y azul de nitrotetrazolium NBT). Las donas positivas, se picaron y 

se aislaron a partir de las cajas de cultivo originales; los bacteriófagos se eluyeron en 

medio de suspensión (MS) y se les realizó un segundo y tercer tamizaje hasta 

obtener donas puras. 

A partir de las donas positivas se purificaron el bacteriófago y el segmento de 

DNA recombinante utilizando el Kit Lambda system (Qiagen, Valencia Ca, USA.) el 

inserto se purificó, para su secuenciación como se mencionó anteriormente. 

3.- También se utilizó como estrategia la técnica de PCR utilizando como 

templado DNA genómico de E. histolytica para amplificar el gen de la CRT. Se 

utilizaron los oligonucleótidos tanto degenerados como específicos mencionados 

anteriormente sobre DNA genómico y sobre DNA obtenido de la fracción nuclear. La 

reacción de PCR se corrió utilizando la Taq goid po/imerasa (Qiagen, Valencia, Ca. 

USA.) bajo las siguientes condiciones. 1 ciclo de 95 °C durante 10 mm; 35 ciclos de: 

94°C durante 30 seg, 65°C durante 30 seg y 72°C durante 2 mm; y un ciclo final de 

72°C durante 7min terminando en 4°C. El análisis de los fragmentos se hizo por 

electroforesis en geles de agarosa al 1% los cuales se tiñeron con bromuro de etidio. 
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Los fragmentos del tamaño esperado fueron almacenados a 20°C para su posterior 

secuenciación y/o donación. 

Clonación de los productos de PCR. 

Los amplificados obtenidos de las PCR se donaron en el vector pBluescript 

KS+ (Strategene, la Jolla, Ca. USA.). Para esto el vector pBluescript fue digerido con 

la enzima de restricción EcoRV y se le adicionó un residuo de timidina (T) en los 

extremos del vector cortado. Posteriormente se ligó el vector cortado (50ng) con el 

producto de POR (inserto) incubándo durante 12 h a 22°C con la enzima DNA ¡¡gasa 

T4 (Gibco, Life Technology, Grand Island NY.USA). A continuación se transformaron 

las bacterias competentes E. co/iXLlBlue (1X10 7células/mI) 50 pi por cada 5 pl de la 

reacción de ligación, introduciendo el plásmido en la bacteria por choque térmico a 

42°C durante 45 seg. Las bacterias recombinantes se incubaron durante 1 h a 37°C 

en medio LB sin antibiótico, para finalmente sembrarlas en cajas de agar 

LB/ampicilina (lOOpg/ml)/ Xgal (100 mg/mi) /IPTG (50mg/ml) (Roche, Applied 

Science, Mannheim, Germany) y se crecieron durante 12 h a 37°C. 

Las colonias blancas que son las recombinantes, se picaron y se sembraron 

en medio liquido Terrific broat (TB) complementado con ampicilina para proceder con 

la purificación de los plásmidos utilizando la técnica tradicional de Minipreps, 171 o en 

su caso por extracción con el estuche comercial Plasmid mini kit, (Biorad, Hercules, 

Ca. USA.) siguiendo las indicaciones del proveedor. 

Posteriormente se liberó el inserto utilizando las enzimas de restricción Bam 

Hl y Xhol (Roche, Applied Science, Mannheim, Germany) para continuar con el 

proceso de secuenciación de los insertos. 

Secuenciación del DNA y análisis de homologías. 

Se determiné la secuencia de nucleótidos por la técnica de PCR usando 

terminadores de cadena marcados con fluorescencia (Big Dye primer cycle 

sequencing ready reaction Kit, Perkin Elmer, Branchburg NJ, USA) siguiendo las 

instrucciones del proveedor. Para ello se usaron los iniciadores específicos que 
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delimitan el sitio de donación del vector, si el DNA blanco provenía de donas, si el 

DNA provenía de productos de PCR se utilizaron los oligonucleótidos con los cuales 

se obtuvo el fragmento amplificado. Se hizó una reacción por cada uno de los 

iniciadores. Las reacciones de secuenciación fueron purificadas por columnas 

SENTRI SEP, (Aplied Biosistem, Foster city, Ca. USA.) y leídas en un secuenciador 

automático ABI-prism 310 (Perkin-Elmer, Branchburg, NJ. USA.). 

Las secuencias de nucleótidos obtenidas y las secuencias de aminoácidos 

deducidas, se analizaron para determinar la homología de las secuencias con las 

que previamente se han reportado en la base de datos del genoma de la amiba y del 

GenBank. MR Para ello se utilizaron los programas PC/GENE y BLAST MR (Software 

Systems), en el servidor de internet de la NCBI. 178.179 

Subclonación de los plásmidos recombinantes y producción de las proteínas 

recombinantes EhCRT-1-6H, EhCRT-C-6H y EhCRT-N-6H. 

Los plásmidos recombinantes pBluescript-KS+ en los cuales se donaron los 

productos de la PCR denominados pB-Ehcrt y pb.-Ehcrt-C y pb-Ehcrt-N que a su vez 

fueron verificados por secuenciación y que corresponden al gen completo y a la 

mitad del gen que codifica para la CRT en la E. histolytica respectivamente fueron 

subclonados en el vector procariótico de expresión pProExHT-b (Gibco, Life 

Technologies, Grand Island NY.) unidos a 6 residuos de histidina en su región NH 2-

terminal, dirigiendo la donación con los sitios de restricción BamHl/Xool. Las 

bacterias competentes BL21 se transformaron con estos plásmidos recombinantes. 

La expresión de las proteínas recombinantes, se realizó a través de la 

inducción del promotor utilizando una solución de IPTG a una concentración final de 

lmM. Se partió de un cultivo de toda la noche en medio líquido 2XYT 

complementado con ampicilina lOOpg/ml, de cada una de las donas antes 

mencionadas, al siguiente día se hizo un subcultivo de 2 h más a 37°C hasta que se 

obtuvo una D0600nm de 0.5 posteriormente se le agrego una solución 1M de IPTG y 

se continuó la incubación por 4 h más para inducir la expresión de las proteínas 

recombinantes. Posteriormente el cultivo se centrífugó a 3000 Xg por 12 min y se 
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resuspendieron las células bacterianas en 4 ml de solución de lisis (solución B). El 

usado bacteriano se centrifugó por 30 min a 12000 Xg recuperándose el 

sobrenadante, al cual se le adicionó una suspensión de agarosa Ni-NTA 50%, 

incubándo a TA por 1 h en agitación. La mezcla se pasó a través de una columna de 

filtración y la proteína recombinante se eluyó con una solución amortiguadora de 

urea 8M pH 4.5 (solución E) utilizando el protocolo del kit de expresión y purificación 

de proteínas recombinantes (QlAexpressionist, Qiagen. Valencia, Ca. USA). Las 

fracciones seleccionadas se probaron por electroforesis en geles de acrilamida al 

10%. 

Inmunoreactividad de las proteínas recombinantes EhCRT-6H, EhCRT-C-6H, y 

EhCRT-N-6H por ELISA 

Las fracciones seleccionadas se dializaron contra una solución 19 mM de 

PBS para eliminar la urea y se utilizaron para probar su reactividad contra 

anticuerpos lgG de pacientes de AHA tanto por ELISA como por Western biot. Estos 

inmunoensayos se diseñaron básicamente como se mencionó previamente. Solo que 

para el caso del ELISA, los pozos se acoplaron con 15 ng de la proteína 

recombinante, probándo su reactividad contra anticuerpos heterólogos y contra 

mezclas de sueros de 5 pacientes de AHA y 5 individuos no parasitados con E. 

histolytica. En el caso del Western biot se corrieron 10 pg de cada una de las 

proteínas recombinantes por SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de NC 

como se mencionó anteriormente. 

Secuenciación de las proteínas recombinantes por espectrofotometría de 

masas (LC/ESI-MS/MS). 

Las bandas de cada una de las proteínas recombinantes fueron cortadas de 

un gel teñido con azul de Coomassie, desteñidos y reducidos, lavados y digeridos 

con tripsina (Sigma Co. St. Louis Mo. USA.) de acuerdo a la metodología 

previamente publicada.180
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El volumen recuperado de la extracción se concentró por evaporación en una 

centrifuga de vacio a TA y después se ajustó a un volumen final de 20 pl con ácido 

fórmico al 1%. 

El análisis es pectrofoto métrico de los péptidos obtenidos se desarrolló en un 

sistema 3200 QTRAP (Applied Biosistems, MDS Scienx, Ontario Canada), equipado 

con un recurso de nano electroespray y un nano flujo LC System (agilent 110 Nano 

Pump, Waldbronn, Germany). Las muestras digeridas fueron desaladas usando Zip 

Tip-18, y separadas sobre una columna Zorbax 300SB C-18 (3.5 pm Di X 75 pm De 

X 50 mm, Agilent Germany ) equilibrada con acetonitrilo 2%, acido fórmico 0.1%, 

usando un gradiente lineal de acetonitrilo del 2 al 70 %, ácido fórmico 0.1% por un 

periodo de 80 min con un rango de flujo de 300 ni- /min, el voltaje del spray fue de 

2.4 kV, el espectro fue obtenido de forma automática usando un sistema de 

Información Dependiente de Adquisición (IDA). Los iones precursores fueron 

seleccionados en Ql usando el modo aumentado MS. El rango del Scan para EMS 

seleccionado fue m/z 400-1500 y 4000amu/s. La búsqueda e identificación de las 

proteínas de la Base de Datos NCBI se hicieron usando el software Mascot 

(htt://www.matrixscience.com ) 

Producción de anticuerpos policlonales. 

Se utilizaron 60 ratones Balb/c (machos) de 9 semanas de edad, divididos en 

tres grupos; el Gi se inmunizó contra Ag de E. histolytica, G2 con la proteína 

recombinante EhCRT-6H y el G3 con la EhCRT-C-6H. Antes de iniciar el esquema 

de inmunización se les hizó un sangrado preinmune por vena retroorbitaria una 

semana después se inicio el esquema de inmunización. La primera inoculación se 

realizó por vía subcutánea utilizando 0.1 ml de adyuvante incompleto de Freund 

(Gibco) más 50pg de proteína/ratón. Las siguientes inoculaciones se realizaron cada 

15 días por tres meses, utilizando la misma cantidad de proteína recombinante pero 

sin adyuvante y por vía intramuscular. Ocho días después de la última inmunización 

se extrajo la sangre de cada ratón por insición de la vena axilar derecha hasta 

desangrarlos, de la cual se obtuvo el suero y se guardó a -20°C hasta su utilización.
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Los títulos de los anticuerpos se evaluaron por la técnica de ELISA siguiendo 

el mismo procedimiento descrito previamente pero con algunas modificaciones; en 

este caso los pozos para microtitulación se sensibilizaron colocando 1 pg/pozo de Ag 

de E. histolytica o 15 ng de las proteínas recombinantes EhCRT y EhCRT-C 

respectivamente y se hicieron diluciones seriadas desde 1:100 hasta 1:10,000 de los 

sueros de los ratones preinmunes e hiperinmunes. 

También se evaluó la reactividad de estos anticuerpos por Inmunoelectro-

transferencia. Las proteínas recombinantes y el Ag amibiano se corrieron en un gel 

de acrilamida al 10% y fueron transferidas a papel de nitrocelulosa (NC) como se 

menciono anteriormente. 

Purificación de inmunoglobulinas (lgGs) de ratón. 

De los sueros preinmunes e hiperinmunes se purificaron las gammaglobulinas 

por precipitación con sulfato de amonio al 30%. A un volumen de suero se le agregó 

un volumen igual de una solución saturada (NH 4)2SO4 pH 8 y se incubó a 4°C por 30 

mm, posteriormente se centrifugó esta solución a 8,000 Xg por 20 min a 4°C el 

sedimento se resuspendió en la mitad del volumen original con agua destilada; se 

agregaron un tercio del volumen de sulfato de amonio y se dejó en agitación por 30 

min a 4 o c se centrifugó nuevamente y se resuspendió el botón en lml de PBS, el 

cual se dializó con esta solución por 12 h. Se le determinó la concentración de 

proteína por Bradford, se almacenó a -20°C hasta su utilización. 

Purificación de lgG por columna de afinidad. 

Se montó una columna de (P roteí na—A—sefa rosa), de 1.5 x 2.5 cm, equilibrada 

con PBS. Una muestra de imI inmunoglobulinas precipitadas con sulfato de amonio, 

con una concentración de 10 mg/ml, se colocó en la columna y se incubó a 

temperatura ambiente por 30 min la columna se lavó con PBS y se recuperaron 

alícuotas de imI a las que se les determinó su DO a 280 nm en un 

es pectrofotó metro. La columna se lavó hasta que la D.O de las fracciones fue 

42



cercana a (< 0.01). Después, se pasaron por la columna 4.5 ml de una solución de 

glicina—HCI 0.1 M pH 2.3; el pH del eluido se neutralizó con una solución Tris- Base 

0.5 M, la columna se lavo nuevamente con PBS. Las fracciones del eluído con 

glicina—HCI que contenían la lgG se mezclaron y se concentraron por ultrafiltración, 

en celdas de ultrafiltración, usando una membrana X-100 DIAFLO al concentrado se 

le determinó la cantidad de proteína por el método de Bradford, se hicieron alícuotas 

de 200 pl las que se guardaron a -20 o c hasta su utilización. 

Inmunodetección de la CRT en los tofozoítos amibianos. 

Trofozoítos cultivados en medio axénico y en fase de crecimiento exponencial, 

se adhieren a cubreobjetos previamente tratados con etanol 100% incubándose 

durante 2 h a 37° C; las células se fijaron con PBS /formaldehído al 2.5% durante 

30 min a 4°C. A continuación, los cubreobjetos con los trofozoítos fijados se lavaron 

en tres ocasiones con PBS; se permeabilizaron y se bloquearon las células 

incubando con PBS-gelatina al 2% Tritón-X100 0.2% durante 12 hrs a 37°C, después 

se incubaron con 50 pl de la solución del las lgGs de ratón -anti-EhCRT, anti-

EhCRT-C y anti-AgEh (1:50) durante 12 h a TA y se lavaron con PBS, después se 

les agregó el segundo anticuerpo de cabra anti-lgG de ratón conjugado con fosfatasa 

(1:500) y se incubaron durante lh a TA, se lavaron posteriormente dos veces y se les 

agregó el sustrato para la fosfatasa NBT/BCIP, la reacción se paró lavando con agua 

destilada, los ensayos se hicieron por duplicado. Las células se contratiñeron con 

eosina acuosa y se montaron sobre portaobjetos con glicerolgelosa (Dako, 

Cytomation, Ca, USA). Las preparaciones fueron observadas en un microscopio 

óptico (Olympus). 

Al mismo tiempo se decidió realizar la inmunodetección de la EhCRT en 

trofozoítos de E. histolytica localizados en abscesos hepáticos amibianos 

previamente producidos en hámsters de acuerdo a la metodología descrita por el 

grupo del Dr. Pérez-Tamayo. 26 Por cirugía se extrajeron los hígados de los animales 

después de 6 días de haberse inoculado con 250,000 trofozoítos de E. histolytica, se 

procesaron usando técnicas de Inmunohistoquímica clásicas, es decir los hígados se 
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RESULTADOS. 

Búsqueda del gene que codifica para la probable EhCrt en una biblioteca 

recombinante de DNAc de E. histolytica. 

Come se mencionó anteriormente se reportó la identificación de una 

proteína de 51 kDa como una probable CRT para la E. histolytica después de la 

secuenciación de la región N terminal, en este trabajo también se evaluó la 

reactividad de la fracción de 51 kDa contra los sueros de pacientes de AHA y 

anticuerpos heterólogos CRT-C17 y CRT-283 por inmunoelectro-transferencia y 

ELISA.3 

Estos resultados se muestran en la tabla 1, donde se puede observar en 

base a estas reactividades que ambos anticuerpos heterólogos reconocen la 

fracción de 51 kDa así como, también, los sueros de los pacientes de AHA por tal 

motivo se decidió utilizar estos anticuerpos para la inmunodetección sobre las 

librerías recombinantes. 

Tabla 1. Reactividad de la fracción de 51 kDa de E. histolytica por ELISA. 

Grupo/Anticuerpo	Extracto de membranas	Fracción de 51 kDa. 
E. histolytica: HM1:IMSS	E. histolytica: HM1:IMSS 

Negativo	 0.461 ± (0.08)	 0.386 ± (0.054) 

Pacientes de AHA
	

0.885 ± (0.099)
	

0.772 ± (0.117) 

Anti-CRT (283)
	

0.415 ± (0.067)
	

0.531 ± (0.211) 

Anti-CRT (C-17)
	

0.557 ± (0.149)
	

0.522 ± (0.121) 

Reactividad de anticuerpos séricos anti-E. histolytica de pacientes con 
absceso hepático amibiano (AHA) e individuos controles, y anticuerpos 
heterólogos anti CRT. Como antígeno se utilizó un extracto rico en membranas o 
la fracción de 51 kDa. Los valores representan el promedio de la densidad óptica 
(490 nm) ± la desviación estándar (DS) de dos ensayos. Los sueros de pacientes 
o individuos controles fueron mezclas del suero de 5 individuos.
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Por otro lado, en base al tamaño de los fragmentos donados en el 

bacteriófago Ágtl 1 y el tamaño del genoma amibiano, se determinó que 

requeríamos probar por lo menos 850,000 ufp provenientes de la biblioteca Ágtll 

de cDNA de E. histolytica. La búsqueda se hizo por inmunodetección utilizando en 

el primer escrutinio la mezcla de sueros de los pacientes de AHA en una dilución 

1:500. Se obtuvieron 115 donas positivas para estos anticuerpos, los siguientes 

tamizados de limpieza de estas 115 donas preseleccionadas se hicieron utilizando 

el anticuerpo C-17, después del cuarto tamizaje seleccionamos 3 donas kgt11 que 

permanecieron reactivas contra el anticuerpo CRT—C17, las cuales se 

denominaron; gtll—A, B y C a continuación los bacteriófagos recombinantes de 

estas donas se purificaron. Y se determinó la secuencia de nucleótidos mediante 

la técnica de PCR, en el que se amplificó el inserto recombinante en ambas 

direcciones por medio de la utilización de iniciadores que delimitan el sitio de 

policlonación de este vector kgt1 1, el tamaño de los insertos fue de 800, 2,000 y 

1,700 pb respectivamente. Se obtuvieron dos secuencias, una proveniente de la 

clona gtl 1-13 y la otra de la clona gtl 1—C. Al realizar el análisis y comparación de 

estas secuencias contra las secuencias registradas para otras CRT de las 

diferentes especies reportadas en la base de datos del GenBank, se observó que 

dichas secuencias codifican para un RNAr de E. histolytica con una identidad del 

98 y 92% para la clona B y C respectivamente y que dichas secuencias son muy 

ricas en A y T (datos no mostrados). 

Sobre la base de estos resultados se decidió marcar con digoxigenina el 

oligonucleátido degenerado denominado L-CRT1 (AAR GTY TAT TTC GAA ACH 

TTC GAA AAY), que corresponde a la secuencia de 9 aminoácidos de la región 

amino-terminal de la proteína de 51 kDa de E. histo/ytica que previamente se 

había secuenciado y después se diseñó y sintetizó dicho oligonucleótido. Con esta 

sonda se probaron las donas antes mencionadas del bacteriófago Ágtl 1 por 

hibridación en un Dot biot y no se obtuvo ninguna reacción positiva (datos no 
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mostrados). Por este motivo se decidió no continuar con la secuenciación de las 

otras donas obtenidas por inmunoreactividad del banco DNAc de la E. histolyfica. 

Búsqueda del gene que codifica para la probable Ehcrt en una biblioteca 

recombinante genómica de E. histo!ytica. 

Se procedió a realizar el tamizaje de la librería genómica de E. histolytica 

construida en el bacteriófago ÁZAPII. La primera búsqueda sobre esta biblioteca 

se hizo por la técnica de hibridación en placa, utilizando el oligonucleótido 

degenerado L-CRT1—DIG, en condiciones de alta astringencia, con el fin de evitar 

uniones inespecíficas. 

Se analizaron 350,000 fagos de la biblioteca genómica (AZAPII), del primer 

tamizaje obtuvimos 10 donas positivas contra la sonda LCR1—DIG, las cuales se 

picaron, se aislaron y se purificaron por un segundo y tercer tamizaje con la misma 

sonda, obteniéndose finalmente 3 donas denominadas; Z-6A1, 6A2 y 5138, estas 

donas también se probaron por inmunoreactividad contra el anticuerpo CRT—C17 

y se obtuvo una buena reacción positiva, por lo que se procedió a la purificación 

de los bacteriófagos recombinantes de cada una de las donas y a la 

secuenciación del DNA recombinante utilizando en este caso los iniciadores T7 y 

T3 que delimitan el sitio de policlonación en este vector AZAPII. 

El análisis de las secuencias resultantes y su comparación contra la base 

de datos del GenBank, mostró que las secuencias obtenidas de estas donas no 

correspondían con la proteína buscada. La clona Z-6A1 codifica para una 

carboxilasa de E. cok, la Z-6A2 para una proteína de choque térmico de E. 

histolytica y la Z-5138 para RNAr de E. histofytica (datos no mostrados). 

Sin embargo, esta última clona Z-5138 coincidía con los resultados que se 

habían obtenido del tamizaje de la biblioteca de cDNA en el vector ?gt1 1 (donas 

gtll— ByC). 

Por este motivo se regresó hacia el análisis de las secuencias de las CRTs 

reportadas en la base de datos del GenBank y al hacer la comparación de las 
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secuencias de nucleótidos obtenidas de las donas gtll— B y C, y Z-5138, las 

cuales codifican para secuencias de RNAr de E. histolytica se observó que había 

una homología del 40% contra las secuencias de las CRTs registradas en la base 

de datos. 

En base a estos resultados se decidió probar la reactividad de los 

anticuerpos heterológos; CRT-C17 y CRT-283, así como, también anticuerpos de 

pacientes de AHA, y con la sonda L-CRT1-DIG contra el RNA de la E. histolytica 

por ELISA y por Dot biot respectivamente. 

Los resultados obtenidos mostraron que los anticuerpos utilizados 

presentan una alta reactividad contra el RNA de la E. histolytica por ELISA (tabla 

2). Mientras que con la sonda L-CRT1-DIG no se obtuvo hibridación positiva 

contra el RNA por Dot biot. 

Tabla 2. Evaluación de la reactividad del RNA de la E. histolytica por ELISA 

contra anticuerpos heterólogos contra la CRT. 

Grupos/Anticuerpos RNA total 
de E. histolytica 

Negativos 0.103 ± 0.064 

AHA 0.353 ± 0.098 

CRT—C17 1.950±0.115 

CRT-283 0.208 ± 0.045

Reactividad de diferentes anticuerpos contra, el RNA de E. histolytica, por 
ELISA- Los resultados se muestran como valores de D.O. a 490 nm, ± la 
desviación estándar (DS) de los ensayos hechos por duplicado. Los sueros de 
pacientes o individuos controles fueron mezclas del suero de 5 individuos. 

Esta alta reactividad indica el porqué de las dificultades que se tuvieron 

para la identificación de donas que codifican para la CRT amibiana, en la 

búsqueda sobre las librerías recombinantes de la E. histolytica utilizadas al usar 

estos anticuerpos sobre todo el CRT-C17 que es el que mayor reactividad dio 

contra la fracción ribosomal de la E. histo/ytica, por lo tanto, al no contar con 
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buenos reactivos para la búsqueda del gene para la CRT de E. histolytica por 

escrutinio o búsqueda de las librerías de E. hisytolytica utilizadas se decidió no 

continuar con esta estrategia de búsqueda del gene de nuestro interés. 

Amplificación del gene de la CRT de E. histo!ytica por PCR. 

Como mencioné en la estrategia metodológica, la otra posibilidad de 

identificar y donar el gene de interés era utilizando la técnica de PCR. Por lo tanto 

en base al análisis comparativo de las CRT reportadas en la base de datos del 

GenBank, se identificaron las secuencias más conservadas de las CRT 

reportadas, en base a estas secuencias se diseñaron y sintetizaron diferentes 

oligonucleótidos degenerados, utilizando la preferencia de uso de codones para la 

E. histolytica, los cuales se denominaron, de inicio F-LCRT1, reverso R-LCRT2 y 

reverso R-LCRT3. 

La utilización de estos iniciadores en una reacción de PCR sobre DNA 

genómico de E. histolytica como molde, nos permitió obtener productos de 

amplificación que corresponden a los tamaños esperados de 400 y 800 pb 

respectivamente (datos no mostrados), pero se amplificaron también otras bandas 

tanto por arriba como por abajo de los tamaños esperados, por lo que fue 

necesario seleccionar las bandas. El fragmento amplificado de 800 pb se 

seleccionó para posteriormente cortar la banda correspondiente del gel de 

agarosa, purificar el DNA de la agarosa y se reamplificó para obtenerlo en 

cantidades suficientes para su posterior secuenciación. 

Las secuencias de estos productos no fue posible analizarlas correctamente 

porque se obtuvieron repetidamente dos secuencias traslapadas, tal parecería que 

se hubiesen amplificado los dos alelos del mismo gene, por lo que tuvimos que 

realizar la donación de estos fragmentos de PCR en el vector pBluescript. 

Se obtuvieron donas recombinantes de las cuales se purificaron los 

plásmidos, se liberaron los insertos y se secuenciaron utilizando los iniciadores del 

vector que delimitan el sitio de policlonación (iniciador universal y reverso), en este 
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caso la secuencia obtenida corresponde a una proteína de choque térmico de la 

E. histolytica (datos no mostrados). 

Nuevamente regresamos a la Base de Datos del GenBank y sobre todo del 

genoma de la amiba y comparando la secuencia de la CRT de Dictiostelium 

discoideum contra el banco del Genoma de la E. histolytica (The Institute for 

Genomics Research TIGR) que estaba en proceso de concluirse, logramos 

identificar un contig con número de referencia 316997 el cual presentaba un marco 

de lectura abierto que codifica para una proteína denominada RAL1, la cual es una 

proteína homologa a la CRT descrita en el parásito Onchocerca vo/vulus. A partir 

de este análisis se diseñaron los oligonucleótidos específicos denominados de 

inicio RaIF-1 y reverso Ral-R2, de inicio Ral-F3 y reverso RaIR-4. Su utilización en 

ensayos de PCR sobre DNA genómico de la E. histolytica permitió amplificar 

fragmentos de los tamaños esperados (datos no mostrados). La combinación de 

los oligonucleótidos; RalF-1 y Ral-R2 amplificó un fragmento de 913 pb, la 

combinación RaIF-1 con RalR-4 amplificó un fragmento de 575 pb y combinando 

Ral-F3 con Ral-R2 se obtuvo un fragmento de 357 pb, Sin embargo las 

secuencias obtenidas de estos amplificados tampoco fueron útiles, por lo que se 

regresó al análisis de la Base de Datos del Gemona de la E. histolytica. 

En esta ocasión se encontró un gene que había sido recientemente 

reportado (octubre del 2005) con número de referencia EAL49855.1 180 que 

codifica para una proteína semejante a la CRT. De este análisis se diseñaron y 

sintetizaron iniciadores específicos que delimitan a este gene denominados; de 

inicio,1) EhcrtFBamHl, reverso 2) EhcrtRXhol y de inicio 3) EhcrtBamHl 550 y 

reverso 4) EhcrtXhol 550, a los cuales se les adicionó un sitio de restricción 

específico para las enzimas de restricción BamHl y Xhol para facilitar los 

procesos de donación. 

También en base a la reactividad observada contra la fracción ribosomal de 

la E. histolytica con los anticuerpos C17 y CRT-283, la sonda L-CRT1-DIG y 

además de la homología que estas secuencia de RNAr presentan contra las 

secuencias de las CRT reportadas, se decidió utilizar como molde en esta ocasión 

un DNA de la E. histolytica libre de RNA al cual denominamos DNA nuclear.
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El POR bajo estas condiciones y con la combinación de los iniciadores 1 y 2 

nos amplificó un fragmento de 1200 pb que corresponde a la secuencia completa 

M gene, la combinación 3 y 2 produjo un fragmento de 650 pb y la combinación 1 

y 4 dio lugar a un fragmento de 550 pb. Como se muestra en la figural el tamaño 

de dichos fragmentos corresponde a los tamaños esperados. 

Pb	1	2	3 

Figura 1. Fragmentos amplificados de la probable CRT de E. histolytica por PCR 

utilizando los oligoucleótidos específicos para el gen que codifica para esta proteína y 

sobre DNA nuclear de E. histolytica. 1) corresponde al amplificado Ehcrt-1200 (1200 bp). 

2) Ehcrt-N (550 bp). 3) Ehcrt-C (650 bp). Gel de agarosa al 1% y teñido con bromuro de 

etidio, los marcadores moleculares son indicados en pares de bases. 

Como se mencionó en material y métodos, estos fragmentos se 

secuenciaron por la técnica de POR utilizando el reactivo de BygDye, en esta 

ocasión se emplearon los mismos iniciadores con los que se amplificó el 

fragmento y se obtuvo una secuencia parcial (figura 2). Al realizar el análisis y 

comparación de nuestra secuencia por BLAST contra la base de datos del 

genoma de la E. histolytica, observamos que corresponde a la secuencia 

reportada del gene EAL49855.1 de la cual partimos para el diseño de los 

oligonucleátidos específicos.
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97 tea gga aag gea tta gga cca ta aaa ata gta agt ggg aaa tgg tat gga gat gct aat aat aaa gga ctt 
S 	K A L  P F K 1 V S G K W  G DAN N K G L 

73 caa aca tca gaa gac aac aaa ttt tal att oca gca gct aaa ctt gat gaa gag ttt agt aat aaa gat aaa 
Q 	SE D N KFYI AA A K 	DE E F S N K D 

145 aat ttg att gtt caa tac aat ctt aaa ttt gaa caa gga att gat tgt gga gga gga tat att aaa tta ctt cca 
NLEVQYN L K F E Q 	I D C G G G Y! KLLP

217 aag aaa tca att gaa agt gaa gag aaa ttt aca cct gaa tct gaa tat aat att atg ttt gga cca gat gta 
K K 	1 E SE E K 	T 	ES EYNIMFG P D V

289 tgt gga gga tca aaa aga aca cat gtt att atg aat tat aaa gga aag aat aat tta att aga aaa gaa att 
C 	G 5 K R T H  1  NY K G K N N L  R K E 1

361 aaa tgt gaa tca gat gal att tca cat tta tac aca tta att att aga cca aat aat acc tat gta gtt aaa att 
K C E S D 	1 S H L 	T LI IR P N N T 	V 	K 

433 gat gga -ta gaa aaa caa gaa gga aag tu gat gaa gat tgg gal at o ifa gea eca aaa gaa att gat 
D  y E K Q E G K F DE D 	D ML A P K E 1 D

505 gat cca aat gte tea aaa cca get gat tgg gtt gat gaa aag gaa att gat gat eca aat gat aag aaa 
D P N V S K 	A D W V D E K El D 	P N D K K

577 cca gaa gga tgg gat gat att cct aaa act att gtt gat cca aat gct aag aaa cca gaa gaa tgg aat 
P E G W D D I P K T IVD P N A K K P E E W N

649 -al gaa gat gat gga gaa tgg gaa gea cca aca att gaa aat cca gaa tat aaa gga gaa tgg aag aaa 
DE D D G E W 	A 	TI EN PE Y K G E W K K 

Figura 2. Secuencia de los nucleótidos y aminoácidos deducidos del fragmento obtenido 
por el POR (Ehcrt-1200), se obtuvo una secuencia de 718 nucleótidos, los cuales 
codifican para 238 aminoácidos, que corresponden aproximadamente a 213 de la proteína 
completa. 

El análisis de esta secuencia sólo se utilizó para asegurarnos de que los 

amplificados correspondían al gene de interés, ya que no se tenía la secuencia 

completa, por lo que se procedió a la donación de los productos amplificados por 

PCR utilizando el vector pBluescript-KS+. De esta donación se obtuvieron 

finalmente 3 donas recombinantes denominadas pB-Ehcrt-1200, p13-Ehcrí-C, y 

pB-Ehcrt-N, a partir de las cuales se purificaron los plásmidos correspondientes y 

se secuenciaron utilizando en este caso los iniciadores universales que delimitan 

el sitio de policlonación para este vector. Se obtuvieron las secuencias completas 

para cada una de las donas y se procedió a realizar el análisis de homología con 

las secuencias reportadas en la base de datos del genoma de la amiba. 

El resultado de este análisis resultó en una homología del 98% a nivel de 

nucleótidos con el probable gene de la CRT (AEL49855.1) de la E. histolytica que



fue reportado recientemente, mientras que a nivel de aminoácidos la homología es 

de 100%. Por otro lado, se encontró también homología con un segundo gene o 

pseudo gene con número de referencia (gi167466599) que aparentemente codifica 

para una probable CRT pero de menor tamaño (139 aa) como se muestra en la 

figura 3.

En cuanto a la caracterización del gene Ehcrt donado en este trabajo, se 

determinó que presentaba un marco de lectura abierto de 1178 pb, no presenta 

intrones y codifica para una proteína de 389 aminoácidos con un peso teórico de 

45.8 kDa. Además la composición de bases de este gene presenta un alto 

contenido de bases (A-T) por arriba del 70% lo cual es característico de los genes 

amibianos. Por otro lado, se encontraron en las secuencias obtenidas, los motivos 

altamente conservados CRT-1 a CRT-VI los cuales caracterizan a esta familia de 

proteínas, así como también otras secuencias características propias de estas 

proteínas como son los probables sitios de glicosilación, motivos probables de 

unión al componente Clq del sistema del complemento sérico, sitios de unión a 

Ca y la secuencia carboxilo—terminal KEEL que para el caso de la E. histolytica 

parece ser una secuencia diferente a las que se han reportado para las proteínas 

asociadas al RE -KDELIHDEL (figura 3).
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Figura 3. Multialineamiento de la secuencia de aminoácidos deducida de la 
secuenciación de los productos obtenidos por PCR comparadas con la base de datos 
del genoma de la amiba. (*) Señala la secuencia de aa usadas para diseñar los 
iniciadores sentido y antisentido; las flechas indican el inicio de los principales 
dominios en los que se dividen la familia de CRT. dominio-N (1-170 residuos de aa), 
dominio-P (171-290 residuos) y dominio-C (290-389 residuos). En negritas se indican 
los motivos conservados (CRT 1 - IV). (+) Representa los probables sitios de 
glicosilación. Las secuencias encerradas en cajas indican probables motivos de unión 
al Clq y las secuencias subrayadas indican los sitios de unión a gi15701263 
representa la secuencia del péptido de la proteína de 51 kDa previamente reportada 
por nosotros.4 gi6747971 secuencia del probable gene para la CRT de E. hisfolytica 
en el cual nos basamos para el diseño de los iniciadores. gi67466599 secuencia de 
un segundo probable gene para la CRT de E. histolytica pero de menor tamaño 
reportados en la base de datos del genoma de la amiba.181 

Todas estas características confirmaron que el gene que se clonó 

corresponde al mismo que se reportó como una probable CRT para la E. 

histoiytica y que este gene está presente en los trofozoítos de la E. histolytica. 

Por otro lado al realizar el análisis de la comparación entre la secuencia 

de aminoácidos de la clona pb-EhCRT-1200 contra las secuencias de 

aminoácidos reportadas en la base de datos del GenBank (NCBI), se observa 

una identidad del 64% con la CRT de D. discoideum, interesantemente 

también se determinó una alta identidad con las secuencias de CRT de 

mamíferos, ratón 53% y humano 54%, mientras que las secuencias de las CRT 

de otros protozoarios como son E. gracilis, C. reinhardtii, mostraron un menor 

grado de conservación del 54%, mientras que los protozoarios parásitos 

intracelulares L. donovani y T. cruz¡ presentaron una identidad menor del 42%. 

Para el caso de algunos parásitos multicelulares como son T. solium y S. 

mansoni mostraron una identidad del 46 y 50% respectivamente y en el caso 

de algunas garrapatas se obtuvo una identidad del 53 al 56%, también para las 

CRTs de plantas se observó una identidad del 50 al 52%, sin embargo, se 

observa que el grado de homología de la secuencia de nuestra proteína 

EhCRT contra las secuencias analizadas corresponde en un rango desde el 57 

al 76% para todas las especies analizadas (Tabla 3). Esto confirma el alto 

grado de conservación de esta proteína CRT a través de los diferentes grupos 

de organismos.
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Tabla 3. Grado de identidad de la EhCRT recombinante contra secuencias de 

aminoácidos reportadas en la base de datos del GenBank. 

Organismo Numero de acceso Identidad Homologia 

E.histoiytica gi 1 67479719 3891389 3891389 
100 100 

D.discoideum gI 2654397 1451225 1721225 
64 76 

H.sapiens gi4757900 1871352 2481358 
53 70 

M. musculus gil 13097432 1831352 2441352 
54 71 

E.gracilis Sp Q9ZNY3 184/324 2341324 
56 72 

C. reinhardtii EmbI 1 EAB545261 1861343 2451343 
54 71 

L. donovani gil 1545976 1401333 1911333 
42 57 

T.cruz¡ gbEAN82340.1 1341319 1941319 
42 60 

T. solium gil 14029537 1851390 257/390 
46 65 

A.americanum gb 1 AAC79094.1 1841324 2341324 
56 72 

D.immitis gbAAD03405.1 1791335 2431335 
53 74 

B.microplus gb AAR29940.1 1881336 2401336 
55 71 

P.taeda gb AAGO1 147.1 1771339 2431339 
52 71 

N.tabacum gb cAA59694.1 1701329 2361329 
50 71

Esta tabla se diseñó basándonos en el multialineamiento de nuestra 
secuencia contra la base de datos del GenBank en el servidor de la NCBI. Se 
muestran las especies más representativas de algunos grupos taxonómicos. 

Expresión y purificación de la proteína recombinante EhCRT. 

Los plásmidos recombinantes denominados pB Ehcrt-1200, pB Ehcrt-C y 

pB Ehcrt-N fueron subclonados en el vector de expresión pProEx-HT-b. 

Se obtuvieron los plásmidos recombinantes llamados pProEx-HT-b-

Ehcrt-1200, -Ehcrt-C y —Ehcrt-N respectivamente, la construcción de estos 

plásmidos se muestra en la figura 4.
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Los plásmidos fueron: pProEx-HT-b-Ehcrt-1200 con una longitud 

resultante de 5956 pb, el cual expresa un inserto recombinante de 1178 pb que 

representa el gene completo de la EhCRT que a su vez codifica para una 

proteína recombinante con un PM calculado de 47.5 kDa que corresponde a la 

secuencia completa de la CRT amibiana mas la cola de 6 histidinas unidas a su 

extremo amino—terminal, a esta proteína recombinante se le denominó EhCRT -

6H. El plásmido pProEx-HT-b-Ehcrt-C tiene un tamaño de 5404 nucleótidos y 

expresa un inserto recombinante de 626 pb dando lugar a una proteína 

recombinante con un PM esperado de 27.5 kDa a la cual denominamos 

EhCRT-C-6H por corresponder a la región carboxilo-terminal de la proteína. La 

clona pProEx-HT-b-Ehcrt-N que tiene un tamaño de 5354 pb y que a su vez 

expresa el inserto recombinante de 576 pb este codifica para una proteína 

recombinante de 23.5 kDa, a la que denominamos EhCRT-N-6H por 

corresponder a la región amino-terminal de la CRT. 

)rOEh - EhCRT - N	 EhCRT - 

ATG	
576 ph	 _	625	

TAA 
GGATCC	 CTCGAG

 

¡Eb-EhCRT-1I78ph 

Bam H1	yho 1 

IVICS 

LA  1 <Iír	 IAP 

1200 ~5956 
NI - 5354 

C - 5404 

í'1 

Figura 4. Mapa del vector de expresión y las construcciones hechas para 
producir las tres diferentes donas recombinantes pProExHt-b-Ehcrt-1200, pProExHT-
b-Ehcrt-C y pProEx-HT-b-Ehcrt-N. Se indican los sitios de restricción agregados a los 
amplificados para facilitar los procesos de donación.
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Con la finalidad de asegurarnos que las donas seleccionadas 

presentaban el inserto de interés se purificaron los plásmidos recombinantes 

de cada una de las donas y los insertos donados fueron liberados con las 

enzimas de restricción BamHl y Xhol obteniendo los insertos con el tamaño 

esperado como se observa en la figura 5. 

Figura 5. Análisis de restricción de las donas pProexHT—b-. A) EhCRT-N, B) 
EhCRT-C, y C) EhCRT-1 200 respectivamente. Se digirieron los plásmidos 
recombinantes con las enzimas de restricción BamHl y Xhol. Geles de agarosa al 1% 
teñidos con bromuro de etidio. El carril 1 corresponde al corrimiento de los 
marcadores, en el carril 2 se muestra las digestiones de cada una de las donas. 

Estos plásmidos fueron transfectados en bacterias competentes E. coli 

de la cepa BL21 la cual permite la sobreexpresián de los insertos donados. 

Se produjeron los péptidos y la proteína recombinantes por inducción 

del promotor con IPTG. El análisis electroforético de las diferentes fracciones 

M lisado bacteriano (fracción soluble e insoluble) permitió determinar la 

localización de nuestras proteínas recombinantes en la fracción insoluble del 

lisado bacteriano como se observa en la figura 6.
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Figura 6. Electroforesis SDS/PAGE al 12% de las fracciones solubles e insolubles de 
la clona recombinante (EhCRT-C). Los pozos 1-3 muestran el corrimiento de la 
fracción insoluble del lisado bacteriano: 1) BL21 sin transfectar, 2) BL21/pProEx-HT 
¡Sin inserto, 3) BL21JpProEx-HT-EhCRT-C. Los pozos 4-6 muestran el corrimiento de 
la fracción soluble del lisado bacteriano; 4) BL21 sin transfectar, 5) BL21/pProEx-HT 
¡Sin inserto y 6) 131-211pProEx-. HT-EhCRT-C. Gel de acrilamida/bisacrilamida al 10% 
teñido con azul de Coomassie, se indican los marcadores moleculares a la izquierda 
en kDa.

Por tal motivo las proteínas recombinantes se purificaron utilizando 

condiciones desnatura liza ntes. Se obtuvo un rendimiento en promedio para 

cada una de las proteínas recombinantes de 2mg/ml partiendo de un cultivo de 

500 ml.

Las proteínas recombinantes están unidas a una cola de 6 hístidinas en 

la región amino terminal por lo que fueron purificadas a partir de los lisados 

bacterianos utilizando una columna de afinidad Ni-NTA, ya que el Ni se une 

específicamente a las colas de histidinas (6H). 

El corrimiento electroforético de las proteínas recombinantes purificadas 

se muestra en la figura 7, en la cual se observa que las proteínas migraron a un 

peso mayor al que se había calculado teóricamente para cada una de ellas, la 

EhCRT-6H que presentó un PM de 60 kDa se le determinó un PM calculado de 

45.5 kDa, la EhCRT-C-6H mostró un PM de 45 kDa sin embargo su PM 

calculado es de 27.6 kDa y la EhCRT-N-6H presentó un PM de 40 kDa aunque 

teóricamente se había calculado un PM de 25.5 kDa.
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Figura 7. Electroforesis SDS/PAGE al 10% de las proteínas recombinantes 
purificadas. 1) muestra el corrimiento de los marcadores moleculares, a la izquierda 
se indican los marcadores de PM en kDa. 2) corresponde a la proteína completa 
EhCRT-6H. 3) EhCRT-N-6H Corresponde a la región N-Terminal y 4) EhCRT-C-6H 
corresponde al a región C-Terminal de la proteína, el gel se tiño con azul de 
Coommassie. 

A estas proteínas recombinantes se les determinó su inmunoreactividad 

con los anticuerpos heterálogos C17 y FmC-75 aunque se sabe que no son 

anticuerpos específicos, así como contra anticuerpos lgG provenientes de 

pacientes de AHA en un sistema de ELISA, ambos tipos de anticuerpos 

reconocieron las proteínas recombinantes purificadas (tabla 4). También se 

observa que no hay diferencias en cuanto a la reactividad de estos anticuerpos 

contra la región analizada de la proteína. 

Tabla 4. Análisis de la reactividad de las proteínas recombinantes por ELISA 
contra diferentes anticuerpos. 

Anticuerpos/ AgEha BL21ProExbb Eh-CRT-1200 Eh-CRT-N Eh-cRT-c 

Proteína 

C-17 1.914 ± 0.152 0.236 ± 0.124 1.850 ± 0.170 0.238 ± 0.125 1.102 ± 0.160 

FMc75 0.645±0.182 0.113±0.096 0.491 ±0.146 0.447±0.121 0.437±0.171 
AHAC 1.384±0.124 0.364±0.047 0.549±0.015 0.308±0.153 0.387±0.115 

N 0.296 ± 0.012 0.382 ± 0.025 0.240 ± 0.049 0.343 ± 0.068 0.293 ± 0.067

Análisis de la reactividad de anticuerpos anti-CRT contra las proteínas 
recombinantes EhCRT. Los valores son el promedio de la DO (490nm) ± DS de dos 
ensayos. a Antígeno de E.hi°stolytica HMI:IMSS, beracto total de E. coli cepa Bl-21 
mezcla de 5 sueros de pacientes con AHA; d mezcla de 5 sueros de individuos 
clínicamente sanos.
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Debido a la baja especificidad mostrada por los anticuerpos utilizados 

así como a las diferencias encontradas entre el PM observado y el 

teóricamente calculado de nuestras proteínas recombinantes, se decidió 

realizar la secuenciación de estas proteínas por espectrofotometría de masas. 

Los resultados obtenidos para el caso de la EhCRT-6H y EhCRT-C-6H se 

muestran en la tabla 5. 

Tabla 5. Resultados de la secuenciación de las proteínas recombinantes, 
EhCRT-6H y EhCRT-C-6H por espectrofotometría de masas. 

Proteína	Secuencia/péptido Posición PM 
observado 

Da

Secuencia 
cubierta 

(%) 
EhCRT-6H	K. ALGPFK. 1 36-41 632.32 

K. LDEEFSNK. D 71-78 491.22 
K. LDEEFSNK. D 71- 78 491.22 
K.LDEEFSNKDK. N 71- 80 612.74 
K.NLIVQYNLK. F 81- 89 552.75 
R THVIMNYK.G 136-143 503.21 
K. TIVDPNAK. K* 234-241 429.28 
K.RIPNPAYK. G 272-279 479.76 
K.VILER. N 338-342 629.25

13 
EhCRT-C-6H	K. FDEDWDNLAPK. E 188-198 683.68 

K. FDEDWDMLAPK. E 188-198 691.72 
K. TIVDPNAK. K 234-241 429.19 
K. GEWVHPQIANPDYVYDPELYK.Y 280 - 300 845.24 
K. AGT!YDDILITDDIEEAEK. E 319-334 1062.40 
K. AGTIYDDILITDDIEEAEKEAK. V 316-337 1226.40 
K. VILER. N 338-342 629.25

17

Secuencia en aminoácidos de los péptidos identificados y secuenciados por 
análisis de espectrofotometría de masas LC-ESI-MS/MS de las proteínas 
recombinantes EhCRT-6H y EhCRT-C-6H. El análisis del BLAST resulto en una 
identidad significante con la secuencia reportada para la CRT de E. histolytica HM1: 
IMSS gi6747971. La secuencia total cubierta fue del 30%. 

El análisis de BLAST para confirmar la identidad de estas proteínas 

recombinantes resultó en una homología del 100% con la secuencia de amino 

ácidos de la probable CRT reportada para E. histolytica recientemente 

gi16747971 como se muestra en la figura 9. Es necesario mencionar que este 

es el gene del cual obtuvimos las secuencias de las cuales partimos para el 

diseño y síntesis de los iniciadores utilizados para la amplificación específica de 

este gene por medio del empleo de la PCR.
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1 MFTLFLLIAL SSAKVYFHET FENRDKWIDS TSSGKALGPF KIVSGKWYGD 

51 ANNKGLQTSE DNKFYIAAAK LDEEFSNKDK NL! VQYNLKF EQGIDCGGGY 

101 IKLLPKKSIE SEEKFTPESE YNIMFGPDVC GGSKRTHVIM NYKGKNNLIR 

151 KEIKCESDDI SHLYFLI IRP NNFYVVKIDG VEKQEGKFDE DWDMLAPKEI 

201 DDPNVSKPAD WVDEKEIDDP NDKKPEGWDD IPKTIVDPNA KKPEEWNDED 

251 DGEWEAPTIE NPEYKGEWKP KRIPNPAYKG EWVHPQIANP DVVYDPELYK 

301 YDSFAYIGID VWQVKAGTIY DDILITDDIE EAEKEAKVILERNAAEKKMR 

351 DEIKEAEKQK EEEAKKEAEK QKEEETKEEI KKEENKEEL 

Figura 9. Resultados del análisis BLAST, se muestran la secuencia en 
aminoácidos de la proteína EhCRT (gi6747971). Las secuencias de los péptidos 
identificados se muestran en negritas para la EhCRT-C-6H y para la EhCRT-1200-6H 
subrayadas. La secuencia total cubierta representa el 30%. 

En base a la reactividad observada y a la confirmación por la 

secuenciación parcial de las proteínas recombinantes por espectro-fotometría 

de masas, podemos asegurar que el gene que se clonó y expresó corresponde 

al que codifica para la CRT de la E. histolytica y que además, puede ser el 

mismo que codifica para la proteína de 51 kDa que previamente habíamos 

reportado como una probable CRT ya que la secuencia de 18 aminoácidos de 

la región amino-terminal de esta fracción de 51 kDa se localizó también dentro 

de este gene. 

Inmunodetección de la EHCRT en los trofozoítos amibianos. 

Las proteínas recombinantes resultaron ser buenos inmunógenos en los 

ratones inmunizados ya que en general se obtuvieron títulos de anticuerpos de 

1:2,500 en los sueros hiperinmunes como se observa en la figura 10, de estos 

sueros hiperinmunes se purificaron las lgGs por columnas de afinidad (proteína 

A-Sefarosa) como se mencionó en la metodología, obteniéndose las lgGs con 

un buen grado de pureza (datos no mostrados). Por otro lado se determinó la 

reactividad de estos Ac por inmunoelectrotransferencia contra el Ag total de la 

E. histolytica como contra las proteínas recombinantes observando una 

reactividad positiva contra las proteínas recombinantes y contra una sola banda 

de 55 kDa en el corrimiento del Ag amibiano, como se observa en la figura 11.
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Figura 10.-Titulación de los sueros de los ratones, inmunizados contra Ag de E. 
histolytica, EhCRT-1200 y EhCRT-C por ELISA, se evaluó la reactividad de las 
diferentes diluciones de los sueros contra; A) Ag total de Eh, B) contra la EhCRT-6H, 
C) contra CRT-C-6H. -A- suero negativo, -.- suero anti- Ag Eh, -.- suero anti-CRT-
1200, -.- suero anti-CRT-C,
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Figura 11. Inmunoelectrotransferericia del Ag de E. histolytica y de las proteínas 
recombinates, contra las lgGs purificadas de los ratones hiperinmunes. 
A) lOpg de Ag de E. histolytica se transfirieron a nitrocelulosa y se evaluó su 
reactividad contra; 1) IgG de ratón anti- Ag de Eh (control +), 2) lgG de suero de 
ratón preinmune (control -), 3) control del segundo Ac (cabra Anti-lgG de ratón -AP, 4) 
lgG anti-EhCRT, 5) lgG anti-CRT-C. B) lOpg de cada una de las proteínas 
recombinantes se transfirieron a papel de nitrocelulosa; 1) EhCRT, II) EhCRT-C. 
Probando su reactividad contra las IgGs de los ratones inmunizados anti-EhCRT (1 3) 
y anti-EhCRT-C (2, 4). Se indican los marcadores de pesos en kDa. 

En base a estos resultados se decidió utilizar estos Ac para la identificación 

física de la EhCRT en los trofozoítos amibianos por inmunodetección 

realizándose directamente sobre trofozoítos axénicos de la E. histolytica y 

también, en trofozoítos localizados en AHA del modelo del hámster como se 

mencionó en la metodología. Los resultados de la inmunodetección nos 

muestran que los anticuerpos lgG anti-Ag E.histolytica ( figura 12 B ) dan un 

buena reactividad y que los controles negativos y el control del 2 anticuerpo no 

están dando reactividad (Figura 12 A), esto indica que el sistema funciona 

adecuadamente. Al utilizar los Ac contra-EhCRT-6H y contra-EhCRT-C-6H 

(figural2C y D respectivamente) se observó la marca distribuida 

heterogéneamente en vesículas intracelulares, lo que concuerda con la 

citolocalización observada para otras proteínas asociadas al RE en la E. 

histolytica.
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Figura 12.- Fotomicrografias de la inmunodetección de la EhCRT en trofozoitos de E. 
histolytica. Células crecidas sobre cubreobjetos y permeabilizados con Triton-X-100. 
Se tiñeron con lgG de sueros; A) preinmunes (control Negativo), B) lgGs anti-Ag E. 
histolytica (control positivo), C) tratados con anti- EhCRT-C y D) anti EhCRT, 
revelados con un segundo Ac de cabra unido a fosfatasa anti-lgG de ratón y 
contrateñidos con eosina. Fotos tomadas por microscópia óptica a una resolución de 
40X.

Así mismo también la inmunolocalización de esta proteína EhCRT en los 

trofozoítos de E. histolytica localizados en las lesiones de AHA producidos en 

hámster mostraron un patrón de tinción similar al que se observó en los 

trofozoítos crecidos en cultivo axénico, y además se observa que los Ac 

producidos contra las proteínas recombinantes son específicos ya que no 

mostraron reactividad inespecifíca contra la CRT de los hepatocitos del 

hámster, estos resultados se muestran en la figura 13. 
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Figura 13. Inmunohistoquímica de cortes de hígado de hámster con AHA. Se realizó la inmunodetección de la EhCRT incubándose contra los 
Acs; B) lgGs de sueros de ratón preinmune (control negativo), C) control del 2° Ac, D) IgG de ratón anti-Ag de E. histolytica (control positivo), 
E) lgG anti-EhCRT, F) lgG- anti EhCRT-C, se utilizó un segundo Ac de cabra anti-19G de ratón unido a fosíatasa revelándose la reacción con el 
sustrato de la fosfatasa NBT/BCIP y finalmente las micropreparaciones se contratiñeron con eosina. En la fotomicrografía A se muestra la 
tinción de PAS del corte de hígado con AHA como control de la tinción. Fotos tomadas por microscópia óptica a una resolución de 40X.



DISCUSIÓN Y CONCLUSIÓN 

Los anticuerpos heterológos CRT-283 y CRT C-17, así como los sueros 

de los pacientes de AHA, a pesar de la buena reactividad que se observó 

contra la fracción de 51 kDa que previamente se había reportado como una 

probable CRT, al utilizarlos como herramienta en la inmunodetección del gene 

o los genes que codifican para la CRT amibiana en la búsqueda de las 

bibliotecas recombinantes de E. histo/ytica (Ágtll y AZapli) no permitieron la 

identificación de donas recombinantes para la probable EhCRT. Sin embargo 

el hecho de obtener una buena reactividad tanto por ELISA como por 

inmunoelectrotransferencja con el anticuerpo CRT-283 confirma que esta 

fracción es por un lado una CRT y que además presenta la secuencia del 

péptido de retención al RE, ya que sabemos que este anticuerpo CRT-283 está 

dirigido específicamente contra el péptido sintético QAKDEL que representan la 

secuencia 386-401 de la CRT del conejo y que se determinó que este 

anticuerpo es específico para la CRT, ya que no reacciona con la 

calsecuestrina u otras proteínas residentes del RE que presentan la secuencia 

KDEL, incluyendo la PDI, GrP,78 (Bip) y la ERP72.121 

Mientras que la reactividad que se observó al utilizar el anticuerpo 

heterólogo C-17, el cual solo reconoció la fracción de 51 kDa por ELISA y no 

por inmunoelectrotransferencia, sugiere que este anticuerpo puede estar 

reconociendo epítopes conformacionales. Además estos dos anticuerpos están 

dirigidos contra regiones o secuencias de la región carboxilo-terminal de la 

CTR y se sabe que esta región es la menos conservada evolutivamente en 

todas las CRTs reportadas, sin embargo también se observó que estos 

anticuerpos sobre todo el C-17 presentó una gran reactividad contra el RNA de 

la E. histolytica, esto nos indica que este anticuerpo no es tan específico como 

se caracterizó previamente y de ahí que se obtuviéra tanta reactividad 

inespecífica en la inmunodetección de las donas recombinantes de las 

bibliotecas utilizadas. En este sentido se sabe que fracciones ribosomales 

pueden ser inmunogénicas en el humano.181 

Por otro lado, al comparar las secuencias de nucleótidos de las donas 

recombinantes obtenidas a partir de la búsqueda en las librerías recombinates 
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de E. histolytica, que codifican para secuencias de RNAr de la E. histolytica y 

que denominamos gll-B, gllC y Z5B8, contra las secuencias de las CRT 

reportadas en la base de datos del Genbank, se encontró que había una 

homología del 40 % con las secuencias de las CRT. De tal manera que la 

reactividad de estos anticuerpos o de los oligonucleótidos contra la fracción 

ribosomal de la E. histolytica impedía amplificar el gen de la CRT por medio de 

la POR realizada sobre DNA genómico, ya que sabemos que el RNA es mucho 

más abundante en las células amibianas que la cantidad del gene que codifica 

para una proteína en particular en este caso la CRT. 174182 Por este motivo 

obtuvimos tantas secuencias que codificaban para RNAr a pesar de utilizar 

diferentes estrategias (inmunodetección e hibridación sobre bibliotecas 

diferentes y por POR). 

De tal manera que solamente al utilizar un DNA nuclear, es decir libre de 

RNA, y los oligonucleótidos específicos para la probable CRT amibiana 

reportada en el 2005 fue posible amplificar por POR el gene de la CRT para E. 

histolytica. El cual fue posteriormente donado exitosamente en el vector p-

Bluescript-KS+ y secuenciado totalmente. 

El análisis de la secuencia de los amplificados mostró una identidad a 

nivel de aminoácidos del 100% contra el gen reportado previamente como 

probable CRT 

El gene completo subclonado posteriormente en el plásmido de 

expresión pProEx-HT-b-Ehcrt-1200 presenta un marco de lectura abierto de 

1178 pb que codifican a su vez para una proteína recombinante con un peso 

calculado de 47.5 kDa que coincide con el rango de pesos reportados para 

otras CRTs recombinarites »2 ' 183 Además el gene presenta características 

propias de los genes amibianos como es el alto contenido de bases A-T (mas 

del 70%). 182.184 Este gene no presenta intrones como la mayoría de los genes 

amibianos ya que se ha reportado la presencia de intrones solo en 113 de los 

genes que codifican para proteínas en la E. histo/ytica como es el caso de las 

RAbs que son unas de las pocas proteínas amibianas que presentan 

intrones.185 

Aparentemente sólo existe un gene para la EhCRT, sin embargo al 

realizar el análisis de BLAST de las donas secuenciadas contra la base de 

datos del genoma de la E. histolytica se encontró una homología contra un 
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segundo probable gene para la EhCRT (gi/ 67466599) reportado en dicha base 

de datos, sin embargo al analizar esta secuencia se observó que es de menor 

tamaño ya que sólo codifica para una proteína de 139 aminoácidos (figura 3), 

por lo que no sabemos si este es una secuencia incompleta del primer gene o 

si es una secuencia parcial que no se ha terminado de caracterizar. 

En general se ha demostrado que la CTR es codificada por un solo gene 

y transcrita por un solo RNAm en muchas de las especies en las que se ha 

descrito esta proteína, 112 sin embargo, también existen algunas excepciones en 

las que se ha descrito más de un gene para la CRT como es el caso de T. 

cruz/y algunas especies de plantas.' 14,186 

En cuanto a la caracterización del gene donado y expresado se 

identificaron las secuencias motivo CRT 1-VI que caracterizan a esta proteína 

como miembro de la Familia de las CRIs, también se identificaron algunas de 

las secuencias conservadas para esta proteína como son los probables sitios 

de glicosilación, sitios de unión a Ca, sitios de unión al componente Clq del 

sistema del complemento sérico humano, el hecho de localizar estas 

secuencias motivo en la EhCRT sugiere que esta proteína puede desarrollar 

las mismas funciones o funciones similares a las que se han descrito en los 

diferentes tipos celulares en los que se ha caracterizado dicha función. 112 Así 

también el hecho de que se haya localizado a esta proteína por análisis 

proteómico asociada a proteínas que intervienen en los procesos de fagocitosis 

y transporte vesicular, 164,165 sugiere que esta proteína debe participar en alguna 

forma en estos procesos. Por otra parte dichas funciones no han sido 

caracterizadas totalmente en la E. h/stolytica. El hecho de identificar esta 

proteína permitirá contar con una herramienta más para la determinación y 

caracterización de las funciones de esta importante proteína en los procesos 

de adherencia, fagocitosis, transporte vesicular y motilidad en la E. histolytica. 

En cuanto al grado de identidad contra las CRTs de otras especies 

observamos una mayor identidad (60 %) con las CRTs de mamíferos incluidas 

las de H. sapiens, lo que puede explicar el alto grado de reactividad cruzada al 

utilizar los anticuerpos heterológos dirigidos contra la CRT Humana. 

La secuencia de la EhCRT resultó ser más diferente con las CRTs de T. 

criuzi, L. donovani que mostraron una identidad de 46 al 53% lo cual puede 
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explicarse debido a que estos son parásitos intracelulares, y E. histolytica es un 

parásito extracelular. 

Así también la comparación con las CRT de las garrapatas resultó con 

una identidad del 53 al 56% sobre todo en la región carboxilo terminal, lo que 

puede estar asociado con un mayor índice de secreción de la CRT hacia el 

medio, como se ha demostrado en estas especies de artrópodos. 187,188 

A pesar de las variaciones observadas en cuanto a la identidad, el grado 

de homología observado en todas las secuencias analizadas fue del 70 a 75% 

para todas las especies analizadas lo que nos confirma el alto grado de 

conservación de este gene a través de la evolución. 

También en el análisis de las secuencias se identificó una secuencia C-

terminal homóloga que podría ser una nueva secuencia de retención al RE 

(KEEL) ya que solo en nemátodos y en garrapatas se encuentra una secuencia 

similar (HEEL), 112 y además la sustitución KIH resulta ser un cambio 

conservado, sin embargo, la presencia de la variabilidad en esta secuencia de 

retención al RE se ha correlacionado con un mayor grado de liberación o 

secreción de esta proteína en la saliva de estos parásitos. 158187 ' 189 En este 

sentido, los estudios de mutaciones puntuales en proteínas asociadas al 

retículo endoplásmico 190 ' 191 han determinado que los aminoácidos más 

importantes para la retención de dichas moléculas en el RE son los últimos dos 

aminoácidos (EL) los cuales si están presentes en nuestra proteína EhCRT 

recombinante. 

Las proteínas recombinantes obtenidas EhCRT-6H, EhCRT-C-6H y 

EhCRT-N-61HI presentaron un peso molecular mayor al predeterminado, el cual 

no corresponde al que previamente habíamos obtenido con la fracción de 

5lkDa como una probable EhCRT. Sin embargo, este corrimiento anómalo de 

la CRT en el análisis electrofóretico SDS/PAGE no es nada sorprendente ni 

nuevo ya que se ha reportado este hecho para diferentes proteínas tanto 

amibianas como de otras especies. 192,193 En el caso particular de la CRT 

también se ha registrado este fenómeno y se ha atribuido principalmente a su 

forma tridimensional tan característica y peculiar ya que presenta una 

estructura globular en sus 213 partes y el resto una estructura lineal y al alto 

número de aminoácidos ácidos que contiene. 182,194,195,196 Sin embargo este 

fenómeno no se ha observado en todas las CRT reportadas.
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Por otro lado, la reactividad que observamos en las proteínas 

recombinantes obtenidas contra los anticuerpos heterológos a pesar de la 

inespecificidad mostrada podemos concluir que reconocen positivamente las 

proteínas recombinantes comparándola con los controles negativos. Así 

también la secuenciación por espectrofotometría de masas de dichas proteínas 

nos confirma que las donas recombinantes así como sus productos 

corresponden a la CRT de E. histo/ytica. 

Para determinar la localización subcelular de la EhCRT, se obtuvieron 

dos anticuerpos policlonales contra las proteínas recombinantes, EhCRT-6H 

que representa a la proteína completa y la región C- terminal de la proteína 

(EhCRT-C-6H) siendo esta la región menos conservada de la proteína. Estas 

proteínas recombinantes fueron usadas como inmunógenos para producir 

antisueros de ratón, los cuales respondieron adecuadamente y produjeron 

buenos títulos de anticuerpos (1:2,500) lo que concuerda con lo que 

previamente se ha reportado, que esta proteína presenta características 

inmunogénicas en el caso del humano. 1,3 Además la CRT se ha reportado 

como un buen inmunógeno en otras infecciones parasitarias como la 

tripanosomiasis y la esquistosomiasis. 146,147 

Los anticuerpos con isotipo lgG purificados por columna de 

inmunoafinidad (Proteína A- sefarosa ) se lograron obtener en un buen grado 

de pureza, al evaluar su reactividad por Western biot contra el antígeno total de 

E. histolytica observamos que tienen una buena especificidad, es decir las lgGs 

anti-EhCRT-6H y anti-EhCRT-C-6H reconocen una sola banda que 

corresponde el tamaño esperado de 55 kDa, el cual concuerda con el peso 

molecular previamente reportado para la EhCRT. 3 Esto confirma que son una 

buena herramienta para la inmunodetección, y su utilización permitió la 

identificación física del a EhCRt en los trofozoítos amibianos, se observó una 

distribución de la tinción de la fosfatasa sobre algunas vesículas distribuidas 

heterogéneamente en el citoplasma celular. Lo que coincide con la 

inmunolocalización de otras proteínas asociadas al RE. 

En E. histo/ytica se han podido identificar proteínas mediante tinciones 

citoqímicas e inmunohistoqímicas que se sabe que están asociadas con el RE 

y estructuras semejantes al Golgi; como son las fosfatasas, ARF y las Cop. 

Estos estudios han demostrado que estos sistemas principalmente están 
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formados por vesículas de diferentes tamaños dispersas de manera irregular 

en el citoplasma del trofozoíto.16 17.197 

Por otro lado, usando anticuerpos contra la proteína ERD2 amibiana la 

cual es una proteína receptora para proteínas del RE que se localizan en Cis-

Golgi y la PDI que es una proteína del lumen del RE, estos anticuerpos 

detectan numerosas vesículas de diferente tamaño en distintas partes del 

citoplasma.38 

El hecho de poder idenficar la presencia de la EhCRT en los trofozoítos 

de la E. histolytica causantes del AHA en los hígados de los hámsters nos 

puede sugerir que esta proteína interviene de alguna forma en este proceso 

invasivo de la E. histolytica, sin embargo es algo que todavía requiere de una 

mayor caracterización. 

En este momento no se cuenta todavía con cantidades suficientes de la 

proteína recombinante para poder evaluar su reactividad contra los anticuerpos 

lgG e IgA de los pacientes de amibiasis invasora, pero en base a la reactividad 

que observamos con la fracción de 51 kDa de la E. histolytica, creemos que 

esta molécula de CRT amibiana puede tener utilidad diagnóstica y 

seroepidemiológica, a pesar de la controversia que existe, al ser ésta una 

molécula con propiedades auto-antigénicas en el humano, sin embargo, 

también en algunas otras parasitosis se ha determinado que puede ser un 

antígeno inmunodominante y desencadenar anticuerpos específicos contra la 

CRT del parásito y por tanto se ha reportado su utilización diagnóstica y de 

protección. 146.147,158 

En el caso de la CRT de T. cruz¡ (TcCRT) se ha reportado a esta CRT 

como una proteína dimérica. En T. cruz¡ existen múltiples copias del gene 

para la CRT, en comparación con otros parásitos como la Tenia solium en la 

cual solo existe un gene y la proteína no se comporta como un antígeno 

inmunodominante. 198 Lo que nos podría sugerir que esta inmunodominancia 

puede estar asociada a la existencia de más de un gene o a la expresión de las 

diferentes isoformas de la proteína. 

En este trabajo se logró la donación del gen para la EhCRT así como la 

producción de la proteína recombinante, sin embargo, en este momento no se 

han caracterizado las funciones biológicas de esta proteína en E. histolytica. En 

base al análisis de sus secuencia con las previamente reportadas en las bases 
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de datos del GenBank se han identificado secuencias conservadas para la 

unión a Ca, secuencias probables de glicosilación, así como secuencias de 

unión al componente Clq del sistema del complemeto del suero humano, de tal 

manera que se puede predecir que la EhCRT puede desarrollar las mismas 

funciones que desarrolla en las células eucariontes donde se han caracterizado 

dichas funciones. 

Por otro lado, al localizar una secuencia de retención al RE en la EhCRT 

KEEL y el hecho de que previamente se había reportado la existencia del 

receptor para estas secuencias de retención (EhERD-2) 198 nos abre un amplio 

campo de trabajo en el estudio de los mecanismos del tráfico vesicular que 

ocurren en este parásito a pesar de la aparente ausencia de un retículo 

edoplásmico y un aparato de Golgi estructurado. 

CONCLUSIONES 

Se logró identificar y donar del gene Ehcrt que codifica para la CRT para 

el protozoario parásito E. histolytica. 

Se identificó la presencia de la secuencia de retención en el RE KEEL 

que es muy similar a la descrita para garrapatas y algunos nemátodos (HEEL), 

lo que sugiere que esta proteína debe estar asociada a una estructura 

semejante a un RE en la E. histolytica. 

La proteína expresada muestra en su secuencia primaria los dominios 

característicos de esa familia de proteínas CRT-I a CRT-Vi. 

El gene Ehcrt y la proteína EhCRT están altamente conservados a 

través de la evolución, como la mayoría de las CRTs reportadas, lo que nos 

confirma la importancia de esta proteína multifuncional. 

El análisis de las secuencia de la EhCRT apoya la existencia de 

secuencias motivo características asociadas a funciones específicas de esta 

proteína por lo que se puede predecir que la EhCRT también debe regular y 

participar en funciones tales como la unión de Ca, unión e inhibición del 

componente Clq del sistema del complemento. 

Las proteínas recombinantes ElCRT-6H y EhCRT-C-6H resultaron 

buenos inmunógenos para los ratones inmunizados.
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La inmunodetección de la CRT en los trofozoítos amibianos concuerda 

con la inmunolocalización dentro de vesículas distribuidas irregularmente en 

todo el citoplasma como se ha reportado para otras moléculas (PDI, EhERD-2,) 

asociadas al RE en la E. histolytica. 

PERSPECTIVAS. 

Evaluar y caracterizar inmunológicamente la EhCRT, con el fin de 

determinar si esta proteína puede tener utilidad diagnóstica o 

seroepidemiológica como se había determinado con la fracción de 51 kDa. 

Caracterizar biológicamente a la proteína para determinar si interviene 

en las mismas funciones en las cuales se le ha involucrado y caracterizado en 

las diferentes células en las que se ha estudiado. 

Evaluar su posible papel en la regulación de algunos de los mecanismos 

de patogenisidad propios del parásito mediante la inhibición o sobreexpresión 

del gene Ehcrt a través de la transfección directa en los trofozoítos de E. 

histolytica utilizando el vector pProex EhNeo-.
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Ahsrract: in Ihis work, ve repout the partial sequence of a 51 kDa protein of Entamoeha lristolvtica that is highly 
immunogcnic in humans. Partial sequcncing of (he N-termina] end showcd that 18 of the first 20 amino acid residues of 
(he protein were identified uniquelv, indicating thaI the final produc( was a homogeneous protein preparation. The 
N-terminal sequence thaI was found was: KVYFEETFENGWKXIWSKW. Comparing the 19-amino acid sequence of 
ihe protein in automated dalahases shows si gniíicant similarity with amino acid scquenccs of thc calreticulin-likc protein 
o! spinach Ieavcs (77	¿md of the calrcticulin precursor of Dic to.' ti'Iuii p i iIi.SLoucIull (60%). 

I' IR( )I)t 1V1ION 

¿tircuculiji ((IR) is a widely distributed protein iii eukary-
otic cells cxcept for yeast and crythrocytes' Filogenetically, it 
is a liighly conserved protein in both its amino acid sequence 
and molecular organization. CR is a resideni endoplasmic 
reticulum (ER) memhrane protein thai helongs lo Ihe family 
of KDEL proteins. 2 It contains an N-terminal signal sequence 
and a ('-terminal KDEL-ER retríeval sequence. 3 ('R hinds 
Ca 2, with high capacity, and plays an important role in control 
of intracellular Ca 2, homcostasis. 4 CR also modulates sIc-
roid-sensitive gene expression and cell adhesion.' This pro-
tein possesses chaperonc activity, binding spccifically lo par-
Iially processed monogluco.sylated N-linked otigosaccha-
rides; 7 theiefore, it is no( surprising that the most frequently 
reported location of Ihis interesting protein is within (he ER. 

In (he present work. we rcport partial sequcncing of a 51 
kDa protein of Eniarnoeba histol y tica that is highly immuno-
genic in hurnans.5 This protein is recognized by IgA and IgG 
anti-amcbic antibodies in saliva and serum of patients with 
invasive amebiasis (>91%). in contrast with the low recogni-
tion fiequency ohtained in asymptonlatic c ysi passers 
(<10%) and non-parasitized individuals. 9 Wc also observed 
ihal alter 6-12 monihs ol follow-up, patients wiih invasive 
amebiasis have anlibody ]evels against this protein Ihat are 
dccrcascd by ncariy 70%. This rendcrs thc protcin potcntially 
usetul in diagnosis and dctection of new cases of invasive 
¿inchiisis in cndemic arcas. 

MATERIAL ANt) klETH0DS 

Electrophoresis and Western blof of 51 kDa protein. Mem-
brane antigen fraction of E. histoivtica HMI:IMSS was pre- 
pared as described previously. 11 Electrophoresis of anligen 
was performed in 10% polyacryiamide-SDS gels undcr non-
reducing conditions ami run al 100 volts for 60 min al room 
lemperature;" gels were stained with Coomassie blue for de-
tection of 51 kDa band. Elcctroelution of the 51 kI)a hand 
was carried out using preparative 10% SDS-polyacrvlamide 
gcls staincd with Coomassic blue. The 51 kDa band vas cut 
with a scaipel biade and submitted lo electroelution in an 
electroeluter chamber (model 422. Bio-Rad Laboratories, 
llercules, CA) using 0.025 M Tris-HCI buffer added lo 0.19 M 
eivcine and 1% SDS for 6 h, lO mA at 4°c. The electrocluted 
protein was recovered and thcn dialvzed against Tris-HCI 
0.1)1 M pl 1 7.5; finall, the protein svas concentrated b y ultra-

filtratioti usine ('entricon II) 1 nOs ( Anilcon \iilliporc ('o.. 
I3edford. MA) and a filter of 30,000-molecular-weight-cutoff 
(XM-30) (DIAFLO, Amicon). '['he 51 kDa band obtained in 
electroelution was analyzed in a two-dimension electropho-
resis gel with a pH gradient of 3-10. i'he gel was slained with 
Coomassie blue lo identify the homogeneity of the protein 
and its isocicctric poini. 

Qn the other hand, 51 kDa electroeluted protein was run in 
SDS-PAGE transferred lo nitroccilulose and tested for reac-
tivily with goal anti-human CR antihody (sc-6467) (Santa 
Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA), goal anti-rabbit 
skeletal muscle CR antibody (designated CRT283), and anti-
amehic antihodies ohtained from a pool of five serum samples 
from amehic ]¡ver abscess (ALA) patients in Western blot 
assay.' 2 Sites of nitrocellulose membrane strips uncovered 
with protein were btocked with 50% skim-milk soliition in 
0.02 mM pH 7.4, 12 and (he nitrocellulose membrane strips 
were washed with PBS addcd Lo 0.5% 'lween 20 (PBS-'l w) 
(Sigma Chemical Co., St. Louis). For detection of KDEL-ER 
retricval sequencc in E. hiswlyuca, 51 kDa protcin, goal anti-
rahhit skeletal rnuscle CR (CR'1'283) was used (donated by 
Dr. M. Michalak, Departmcnt of Biochcmistry. Univcrsity of 
Alberta, Manitoba, Canada).' 'Fhis antibody was raised 
against synthetic peptide QAKDEL, which encodes C-

terminal amino acids 38601 of rahbit CR.' '['he CR-1-283 
antihody was affinity-purified using BSA-coupled QAKI)EL 
s ynthctic peptide aííinity column. 

Nitrocellulose strips were incuhated (1 h at room tempera-
lure) with ('R'l'283 antihody (1:300 dilution), goal anti-human 
(IR antihody (1:1000 dilution), or serum antibodies from pa-
tients with ALA (1:1,000 dilution). Afler incubation, strips 
were washed as before and incuhated with goal anti-rabbit 
IgG, rahbit anti-goat lgG, or goal anti-human IgG peroxi-
dase-conjugated antibody (Zymed Laboratories, San Francis-
co) (1:1.000 dilution) in accordance with the respective origin 
of the fírst aritibody used. Immunoreactive bands were de-
tcctcd with dit,minobcnzidinc tetrahydrochioride solution (50 
meIlOO mí- in PBS). For anal ysis of reactivity of 51 kDa pro-
tein suhniitted lo two-dimcnsion cicctrophorcsis and Western 
blot assay, the procedure was the same as described previ-
ously. 

Reaclivit y analysis of 51 kfla E. histolvtka protein in 
ELISA s ystem. Enz y me-linked immunosorbent assay 
(ELISA) was performed in microliter well strips coupled with 
elecirocluted 51 kDa E. histolvtica protein (1 níwcll) Strips 
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were blocked with 3% solution of bovine serum albumin 
(BSA) in 0.01 M phosphate buffer at 4C overnight . I'here-
aftcr, strips were washed twicc with both 0.01 M phosphate 
buffer added with 0.5% BSA and 0.5% Tween 20 (Tw). A 
total o! 50 Uwcll of proper dilutions of CRT283, anti-
human CR antihodies, or serum anti-amehic antihodies from 
patients with ALA were reacted for 2 h at room temperature 
and then washed once with PBS-BSA-Tw and twice with 
PBS:Fw (lO mm). Peroxidase-conjugated antihodies used lo 
detect antigen-antibody reaction in thts ELISA were the same 
as dcscribcd previously in thc Western hiot assays (50 tiL of 
cquivalent dilutions/weII). SLrips were incubated overnight at 
4C. Suhstrate consisted of 50 p.UwcLl of 10 mL of (L1M 
citrate buffer, pH 4.5 contalning 10 mg o-phenylcncdiarnine 
and 4 .tL H 202 (30%). The reaction was stopped aíter 3 mm 
with 1 M of l-12504 (200 1iLwcll) and thcn read in a micro-
ELISA reader (Bio-1'ek Instruments Co., Winoosky, VI) al 
490 nM. 

Sequentialion. Protein sample was prepared and sequenced 
aíter SDS-PAGE arid electroblotted Lo polyvinylidenedi!luo-
ride membrane (lmmobilon, Bio-Rad) by the Towhin 
meihod.' 2 N-terminal sequence was determined by auto-
mated Edman degradation' 4 on a gas-phase protein se-
quencer (LF 3000, Beckman Instrumcnts, Irvine. CA) 

equipped with an online Beckman S y stem Goid high-
performance liquid chromatography systcm.' 4 I-IPLC equip-
ment included models 126 pump and 168 diode array detector 
scttings al 268 and 293 nm for signal and refcrcncc. rcspcc-
tively. The HPLC column uscd was a Beckman Sphcrogcl 
Micro P'I'H (2 X 150 mm) column, while standard Beckman 
sequencing reagents were used for analysis. 

RESLJ LTS 

Electroeluted 51 kDa E. hisiolyzica protein analyzed in 
two-dimcnsion electrophoresis gel showed a unique spot lo-
cated in the range of pH 6.7 (Figure 1), demonstrating the 
presence of only one honiogcneous protein in a molecular 
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Fi(.¡ 1 \vo-dimension eleclrophoresis gel of electroluted 51 
kDa hand oí E. )iistolvtica HMI:IMSS mcmhranc antigen. Ran ge of 
p11 used was 3-10: the unique spoi obtained in 51 kDa 51W site is 
niaiked with an arrow showin g an isoelectric poini of pH 6.7.
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FLC;URI 2. SDS-PAGE (10%) of rnemhrane-rich extract of E. his-

to/viica HMI:IMSS trophozoitcs undcr non-reducing conditions 
stained with Coomassie blue (1); electroeluted 51 kDa protein under 
reducing conditions (2); e!ectrohlotting of 51 kDa protein to nitro-
ccllulosc mcmhrane (3); and lmmunorcactivc bands of 51 kDa pro-
(ciii using CRT283 antibody(4); 51W corresponds Lo molecular 
wcight standards. 

weight of 51 kDa of E. hisíoi'vtica antigen. Western blol of 
two-dimension electrophoresis gels reacted with anti-KDEL-
FR retrieval sequence, anti-human CR antibodies, or (he 
anti-amcbic serum antihodics of paticnts with ALA showed 
no reactivity. However, in one-dimension electrophoresis and 
Western hlot of previously etectroeluted 51 kDa protein of E. 

histolv:ica. reactivity of 51 kI)a protein with anti-KDEL an- 
tibody (('R1283) was posmtive (Figure 2), demonstrating the 
presence of KDEL sequence in thc studied protein. 

Fo (est whether the absence of reactivity with other anti-
hodies tested (anti-human CR, and serum antibodies of pa-
ticnts with ALA) was related lo sensitivity of the Western 
hlot assay, sve tested electroeluted 51 kDa protein in an 
ELISA system, obtaining clear and siron g reactivity of ah 
antihodies tested (anli-KDEL-ER. anti-human CR, and ALA 
scrum anti-amebic antihodies (Tahle 1). These results suggest 
that KDEL-ER retrieval sequence is prcsent in 51 kDa E. 

!zistolvtica protein; the protein also has antigenic similarity 
with human CR and is highly rccognizcd 1w anti-amcbic an-
lihodies of patients with ALA. 

Sccuencing of 51 kDa pioein showed lhat 18 of the pro-
tein's first 20 amino acid residues were uniqucly identified, 
indicating thai the final product was a homogeneous protein 
preparation. The N-terminal sequence fornid was: KVY-

TAIO.I-. 1 

Reactivity analysis of Entamoeba histolvizca calreticulin-likc protein 

A ntitx,dy	 51 k Da E. hiei,!s sca protciri 

Non-itumune seruni	 0.386 ± (0.054) 
Serum oí patients with aniehic liver absceso	0.772 ± (1083) 
Anti-KDEL antibody (CRT283)	 0.531 ± (0.065) 
Anli-hunian calrcticulin autibody (sc-6467)	0.522 ± (0051) 

Enznic-linked irnmunosorbcnt assay ni 51 kI.)a tni.iweba hisíoh'iica príacin testud 
igainsi nfln . iffimune serum ohtaincd Froto a pool it Fi nisn .parasilized hcalitrr individuals: 
(Rr53 .inli-KDF1 -FR reltieval c5ucncc antibixi>: ana-human caireticulin anlibodies 

-.ç .5467) .ini serum anti-amchtc ,IllitxnJIcs [ruin a pial sil íivc paIlcnls with am,.hic livcr 
;ihscc',s VaIuç rcpTcscfll mean of opucal ilcnsuiy al 490 iNI a standard Jevialion. 
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Amino acid sequence alignment oí calreticulin proteins 

Acccstirrn 
numhcr Amino acid scqucncca OrganIsm

Irienhilici 
('Y..)

l'ostirveO 
(%) 

Ir P83003 1 KVYFEETFE NGWKXIW 5KW 19 Entamoeha histo!ytica 
gh P30806 1 KVFFEERFE DGWENRW VK 18 Spinacia oleracea 11118(61) 14118(77) 
gh PC1241 1 KVFFEERFE DGWENRW VK 18 Spinacia oleracea 11/18 (61) 14/18 (77) 
gh 081919 26 KVFFEERFE DGWEKRW VK 43 Beta vtdgaris 11118(61) 14118(77) 
gh Q9ZP1'I 23 EVFFEERFE D(iWESKW VK 4(1 Berberis siolonifera 10/18 (55) 14/18 (77) 
gb P93508 21 EVFFEERFE DGWENRW VK 38 Ricinus comrnunis 10/18 (55) 14/18 (77) 
ib Q9SLY8 30 EVFFQEKFE DGWESRS VK 47 Oryza sativa 11/18 (61) 14/18 (77) 
gh Q9SP22 26 EVFFQEKFE DGWESRW VI( 43 Zea mars 9/18 (50) 14118 (77) 
gh Q40401 29 EVFFEESFN DGVESRW VK 45 Nicotiana plwnbaginifolia 9)18 (50) 14/18 (77) 
'h 040567 2 VFFEESFN DGWESRW VK 18 Nicotiuna :abacum 9/17 (52) 12/17 (69) 
ti Q40040 20 VFFQEKFE I)GWESRW VK 36 I!ordeíwm culgare 9/17(52) 12117 (69) 
(r 040041 23 VFFQEKFE DGWESRW VK 39 I!ordeaum vulgare 9/17 (52) 12117 (69) 
gb 004151 23 VIFEEKFE DGWEKRW VK 40 ,lrabidopsis thaüa pia 10/18 (55) 13/18 (71) 
gh Q9XF98 25 KVFFEERFE DGWDKRW' SEW 45 Prunus armeniaca 12121 (57) 15/21(71) 
p h Q9S1D3 19 KDYFKETFD GSWADRW TK 36 Clilamvdomonas reinhardtii 9/18 (50) 12/18 (66) 
p h 023858 21 VFKDTFD H NDWESR\V2 S!)W 40 Dkt%'osleliwn discoideum 9/20(45) 12/20 (60)

('omparistsn oí omino aciti sequcnec of SI kDa proieinof Enirwnrteltahi.ritslttjrsr in auromated datahaacsusrnrt IILASr proram at NCBI Server (AlIvchul Si-, Mariden í:r. Schafkr AA. Zhantt 
A. Zbang Z. Miller W. I.rpman 1)1. 1997. Gappcd I9I.AS1' and PSi-BlAS ....A new gcnerarion oí prirLein dalahase 'earch prr trramt. NudAu,/.r ket 29: 3159 . 15)2). Fir alr,enmeni. MuItaIrn 

ti S 4 trrd I. NY A.'' were used (Colpet F. 1995. Mulhipk sequenee alirrrnrnt walt hierarchicol tiattriring. .\'tr, ¡ A,,,),, Rs 16122, 11)591 1 (19):] 1 i,l,t,tii:, re preterir 1k ulical inste, 
1'	IttCs 1 'reicni ideruical animo otitis plus coteservanmve chanuges. Site where y and 5 rciiducs are lirceud, 'Sin it he re 2 V are l,,c.si rl 

FEEFFENGWKXIWSKW. Comparison oí ` the 19-amino 
tcid sequence of this protein in automated databases showed 
sigriificant alignment with different organisms (Tahle 2). '[he 
major homologv was ohtained with the amino acid sequence 
oí CR-likc protcin of spinach leaves (77%) (Swissprot: acccs-
sion P30806) and ('R precursor of Diavoselium discoideu,n 

 ijccc ,,sion 023858). 

I)ISCUSSLON 

('R has heen detccted in Onchocerca volvulus, Schistosoma 

laIWflicUs, S. mansoni, and Leis.hrnania Fnajor.' 5 In Leishnja-

nia and Schistosoma species, the Ca2m binding property oí CR 
is conserved in r'itro» 'I'here also is evidence concerning im-
munogcnicity of CR Erom parasites in humans: ant-CR anti-

hodics have bccn detected in serum from patients with on-
chocercosis, 17 schistosomiasis,' 5 and tripanosomiasis)'3 Our 
results suggest the presence of a CR-like molecule in E. !iis 

(o/yuca that appears highly immunogenic in patients with in-

vasive amebiasis. This protein also possesses [he KDEL se-
quence characteristic of RE resident proteins observed in 
other eukaryotic cells (Figure 2, Table 2). In addition to the 
diagnostic and cpidcmiologic importancc of thc CR-likc niol-
ecule, the presence of (his molecule in E. histolvtica, a parasite 
without severa¡ morphologically recognizabie organelles such 
as mitochondria, Golgi apparatus. RE, ccntrioles, or fuero-
tubules, supplies additional evidence for recent observations 
coricerning an cquivalent svsteni to ER and Golgi corrí- 

in this protoroan. 'Ihe prcvious points open an in- 
tcrestirig field oí research related to [he hiologic furuction of 
this 1'.. Iiisrolvuica protein. Clonation of the putative gene for 

('R-likc protein oí E. histolytica is ongoing. 
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Abstract 
The aim of the present work Nvas to done and exprcss the cri gene of the 

E. /misto/vtica parasite. We use the PCR technique to amplify the cmi gene 
using specific oligonucleotides and the nuclear genonhic DNA of E. histolvtica. 
PCR products were cloned in pBluescript KS±. For the expression of CRT, 
the plasmids were sub-cloned in pProEx-HT-b. Wc ohtained a 1200 bp PCR 
product that colTesponds to the complete crt gene, and two sma!l amplifica-
tion products of 650 and 550 bp that encodes the C-terrnina! and N-terminal 
end of CRT, respectively. These fragments show an identity of 100 % with 
the gene EAL4955, which encodes for a probable CRT reported in 2005. 
The recombinani protein EhCRT was sequenced by tandem mass spectrometry 
(LC/ESL-MS/MS) and all peptides sequenced corresponded to CRT. The three 
recornbinant peptides were characterized with three anti-CRT heterologous 
antihodies. 

Introduction 
The protein calreticu!in (CRT) is a highly conserved multi-functional ubiq-

ultous protein in eukaryotes; one of its functions in endoplasmic reticulum 
(FR) is the binding of Ca. Cali-eticulin is one of the most important chap-

hy SI If)I MOND Sr. L
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erone proteins involved in the processing, joining and folding of nascent 
ploteins in the ER. This protein mediates the retention and driving of incor-
rectly folded proteins tu the proteosome where they are degraded. (1) 

In parasites, CRT has been associated with sensor functions related to the 
udaptation capacity of parasites to dil'ferent groups of hosts and tu different 
biochemical environments in their respective life cycles (2, 3). 

Recently, our group reported the partial sequence of a 5 1 kDa protein of 
E. Iiisro/vtica having a homology 77% similar to CRT from spinach leaves. 
and 60% homologous to the precursor of CRT from D. discoia'ewn (4). 

CRT was also detected in E. /zisro fytica by proteomic identification of 
lectin-associated proteins isolated by the Gal/GaINAc-conjugated rnagnetic 
heads technique (5). This fact strongly suggests the interaction of CRT with 
the mentioned lectin in amoeba. 

The immunogenic character of CRT appears to be common in parasitic 
infections. High titers of anti-CRT antibodies were detected in Onchocercosis, 
Schistosomiasis, Trypanosomiasis and Leishmaniasis (6, 7, 8, 9). In the present 
work. we describe the cloning of the calreticulin gene of Entamoeba histolytica 

and thc expression of the recomhinant protein in a plasmid vector. 

Material and Methods 

('Ionig and express ion of Ehcrt gene 

Specific oligonueleotides were designed based on the analysis uf the E. 
liistoli'!ica genome (Gene Bank, TIGER, www.tigr.org/tdh/e2kl/eha1) . Wc 
lound une gene sequence that encodes for a CRT-like protein (Gene Bank 
accession no. /EAL49855. 1). The oligonucleotides designed for amplification 
of the CRL-like protein were: sense EhcrtF_(5'GGA TCC ATG TTT ACT 
CTT TTC CTT CTC 3'), EhcrtSSOF (S'GGA TCC CAA GAA GGA AAG 
TTT CJAT GAA 3') and the reverse priniers EhcriR (5' CTC GAG TTA AAG 
CTC TIC TTT GTT TIC 3') and Ehcr1550R (5' CTC GAG TFC ATC AAA 
CTT ACC TIC TTG 3'). Primers were designed to include Ba,n-HI (for-
ward) and Xhol restriction sites (reverse) (sites undcrlined). 

Thc Ehcrt gene was amplified by PCR using thc oligunocleotides men-
tioned before and using genornic DNA obtained of axenically cultured E. 
Justo/yuca HM 1: IMSS trophozoites. PCR was performed using Iaq goid 
polymerase (Qiagen). 

Ihe obtained PCR fragments were cloned into the vector pBluescript KS± 
(Strategene, Heidelberg, Germany). The recombnant plasmid was introduced 
tu the competent bacteria E. cvii XL1-131ue (50mL 1X10 7). Plasmids were 
puritied using either the mini preps technique (10) or extraction with a pias-
mid mini kit (Bio Rad Laboratories, Hercules Ca, USA) in accordance with 
manufacturer's instn.ictions. The insert was liberated using die restriction enzymes 
Bam-1 II and Xho- 1 (Roche) and were verified by sequencing. 

Ihe PCR products were sequenced using the Big Dye Systems (Big Dye 
primer cycle sequencing ready reaction kit, Applied Biosystems, Foster City 
Ca. USA). The ohtained nucleotide sequences and the amino acid deduced 
sequences were analyzed, and the homologies with previously reponed se-
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quences were investigated both in the Entanoeba genome data base (TIGER) 
and ni the Gene Bank TM. For the hornology analysis, the PC/GENE and BlastTM 
software systems from the internet server NCBI were used (11, 12). 

To prepare the recombinant protein, ve obtained three clones: pB-EhCRT-
1200, pB-EhCRT-N and pB-EhCRT-C, the mentioned clones correspond lo 
the complete gene and lo the haif of the cri gene of E. histolytica, respec-
tively. These recombinant plasmids were sub-cloned in the prokaryotic ex-
pression vector pProEX HT-b (Gibco) coupled lo a 6-histidine flag in the 
NI-1, end. The cloning vas directed with the restriction sites Ram-Hl 
E. coli 131-2 1 coinpetent bacteria vere transformed and the expression of 
rccornbinant proteins EhCRT- 1200, EhCRT-N and EhCRT-C was induced 
with a final concentration of lmM IPTG. The lysate \vas added lo a 50% 
suspension oí' agarose Ni-NTA (Qiagen) and the recombinant protein was 
cluted with 8 M urea buffer pH 4.5, using denaturing conditions foliowing the 
instructions of the protocol included in the kit for expression and purification 
of recombinant proteins (QIA-expressionist system, Qiagen). 

The selected fractions were tested by electrophoresis in 10% acrylarnide 
geis. With the airn of eliminating the urea, fractions were previously dialyzed 
against 19 mM phosphate buffer salme (PBS). 

TancJem Mass Spectrometrv (L C'/ESI- MS/MS) of recornbinant 
/)roteins 

The proteiri bands were carefull y excised from Coornassie stained S1)S 
gels, distained, reduced, carhamidoniethylated, washed, digested with trypsin 
and extracted according lo manufacturer's instructions (13). Peptide rnass 
spectrometric analysis was perfbrnied on a 3200 QTRAP System (Applied 
Biosystems). Spectra were acquired in automated mode using Information 
[)ependent Acquisition (IDA). Database searcliing (NCBInr) and protein iden-
tification were performed with the Mascot Software (http:// 
www.matrixscience.com ). 

Results 

The PCR described previously allowed us lo ohtairi a 1200 bp PCR prod-
uct that corresponds lo the complete cii gene, and two small amplification 
products of 650 and 550 bp that encode the C- terminal and N- terminal end 
of CRT. respectively. 

Sequences of the amplitication products were aligned with those registered 
iii the data base of the E. hiswlvtica genome project (www.tigr.org/tdb./e2kl  
chal) and the Gene Bank (NH("I). Thc sequences show an identity of lOO % 
with the gene EAL49855. 1, which encodes for a probable CRT reported in 
2005 (14). 

Wc located the six motif sequences characteristies of the CRT, CRT 1 %V1 
which are highly conserved (figure 1); we also identified the sequence that 
corresponds lo the sequence of the peptide of the 51 kDa protein of E. histolvtica 
previously reported (4) with sorne punctual substitutions of residues (acces-
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Figure 1. Alignineni al' deduced amino acid sequence lfl 1/le sequencialion of/he P(R of 
ampiificauon products of Eh cri gene. The amino acid sequence tised lo design 1/le sense and 
wzflsense primers are rnaich wiih (*), ihe w-,ows showo ihe ?najor donulinS or CRTprosein. 
N-cio,na,n

 
í1-170 ,'esidues). P-cjo,nain (171-290 residues) anc/ C-domain (290-389 residues). 

The conserved CRT-rnoitfs (CRT ¡ - IV) are in huid. (+) Repieseni ihe puiative g/vcosilation 
s¡les. The sequences in has inclicate (he puialive CIq hinding lnoii/s anci (he under/ined 
sequences ,ndu'aicdthe bindim sites for Ca' '. g¡15701 -2 63 represelil the prc'viouslv scqueiucd 
pc'pikle bv us (1). gi6747971 .'equence uf ('Rl /)kc' of L. histoytica (14). 

sion no. gi'. 5701263). This fact supports the hvpothesis that the identitied 
gene is the one that encodes for the previously mentioned 51 kDa protein 
reported as a CRT-like protein of E. histolvtica. (Fi g ure 1). On the other haiid, 
when we analyzed this sequence and compared it with those sequences in 
other CRTs reported in Gen Bank, we observed a hih identity with the CRT 
in D. discoidet,nz (70%) (Gene Bank accession no. EAL 65647.1); human 
('RT (53%) (Gene Bank accession no. AAB 51176); mice C'RT (54%) (Gene 
Bank accession no- AAH 03453.1) and a lower identity with CRT from other 
parasites like Taenia soliwn (50%) (Gene Bank accession no. AF 340232. 1) 
and Tr).panosoina cruzi (45 9/0) (Gene Bank accession no. AF 162779)_ I-low-
cver the homology iii aH sequences analyzed were between 67 % 71%. 

E v ression qf E. histolytica CRT 

The recombinant protein of interest mía s present iii the insoluble fraction al 
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Tahle 1. Peptides (?I - E7? CRT-1200 Recombi,iant Proti,s 

Seguence Star - end Mí- observed Score 
K. ALGPFK. 1 36-41 632.32 46 
K. LDEEFSNK. D 71-78 491.22 52 
K. LDEEFSNK. D 71 -78 491.22 52 
K.LDEEFSNKDK. N 71 -80 612.74 58 
K.NLIVQYNLK. F 81 -89 552.75 39 
R.THVIMNYK.G 136-143 503.21 25 
K. TIVDPNAK. K 234-241 429.28 25 
K.RIPNPAYK. G 272-279 479.76 37 
K.VILER. N 338-342 629.25 30

Peptides idcntificd in LC/ES1-MS/MS analysis of thc Eh(RT-
1200 recombinant protein aftcr trypsin digestion. Signilicant 
hits in the CRT protein of E histolviica HMI: IMSS gi: 6747971 
frorn a total score of 308. Sequence coverage was 13%. 

the bacterial lysate, and was subsequently purified using denaturing condi-
tions. The clones express the recombinant proteins, giving a predicted weight 
tor the entire CRT around 49 kDa. The N-terminal and C-terminal ends of the 
protein were around 22.5 and 27.6 kDa, respectively. However the molecular 
weights obtained were different (60 kDa and 45 kDa respectively). 

The recomhinant protein EhCRT was confirmed by sequencing using Tandem 
Mass Spectrometry (LC/ESI-MS/MS), and the 9 obtained peptides and their 
sequences corresponded to the sequence of CRTs previously reported (14) 
(Table 1). 

On the other hand the reactivity of the recombinant proteins which anti-E. 
histolvílca serum antibodies from ALA patients was tested in a ELISA system 
(15), obtaining a clear recognition of the recombinant proteins (data no sliown); 
iii contrast, with the Iow reactivity of serum from non-infected healthy mdi-
viduals 

Discussion 
The presence of CRT in E. histolytica was reported previously by our 

group as a consequence of a study on the antigenic recognition analysis of 
serum samples from amehic dysentery or amebie liver abscess patients (16). 
The analysis showed that 95-100 % of these patients recognized a 51 kDa 
fraction of E. histo/ytica 1-IM 1: IMSS that when partially sequenced, appeared 
to be a CRT-Iike protein. This antecedent directed our interest in the search 
and cloning of the crt gene and the expression of recombinant CRT protein 
j o this parasite. 

Recently, the sequence for two putative crt-genes, one with 1200 bp (Gene 
Bank accession no. EAL49855.1) and the other with 417 hp (gi: 67466599), 
were reported (14), however, the cloning and expression of the erí gene jo tlie 
L;ita,noeha species has not been described. 
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The cloriing of the gene allowed us to detenTnine that this gene was located 
in thc nuclear DNA of this parasite, and that the entire sequence of the 1200 
bp nucleotides obtained and reported here correlates with the predicted mo-
lecular weight of the E. /iistolvtic CRT-like protein reported previously (14). 
Recently, a proteomic analysis of E. histolytica using MALDI-TOF mass 
spectrometry demonstrated the presence of CRT in the E. histolytica HM!: 
IMSS strain. This niolecule showed a theoretical!experimental MW in kDa of 
45/48 (16), however the theoretical MW of the recombinant proteins reported 
here is coincident; the experimental M\V of our EhCRT was higher than the 
(me reported by Tolstrup et al. (2007), which can be explained by differences 
in the analyzed molecule. EhCRT steel has a histidine tau, which represents 
around 3 kDa of the estimated MW. A diíferent explanation for our results is 
the peculiar running displayed by this protein in an electrophoretic field, 
which is a consequence of the high number of acidic amino acids in this 
protein (17, 18). 

The comparative analysis between the nucleotide sequence of EhCRT re-
ported here and thc previously reported (Gene Bank accession no-AEL49855. 1) 
of E. histo!vtica showed a homologous sequence KEEL (Figure 1) that is 
known also to function as a retention signal for the ER (19). 

The sequence of amino acids of (he EhCRT recomhinant protein deter-
mmcd by mass spectroscopy (Table 1) con firmed the identity of our EhCRT 
motee u le. 

Studies to determine the location of CRT in E. hi.stolytica and E. dispar 

and fue biological functions of this protein in both parasites are ongoing. 
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