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SCID: ratón con inmunodeficiencia severa y combinada.  
Células BHK: línea celular de riñón de hamters.  
RNA: Ácido ribonucleico.  
S 35: azufre 35

.  
IgA: inmunoglobulina A.  
IgG: inmunoglobulina G.  
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Resumen.  
 
La amibiasis es una infección intestinal causada por el parásito Entamoeba histolytica, y es considerada 

como la tercera causa de muerte por infección parasitaria en todo el mundo, después de la malaria y la 

esquistosomiasis. En México es una enfermedad de alta prevalencia también, y constituye un problema 

de salud pública. En la amibiasis, la resistencia a la infección se ha asociado a los macrófagos y 

neutrófilos, principalmente, que desarrollan mecanismos efectores que son capaces de destruir este 

parásito, pero también aparecen relacionados a las etapas tempranas de la inflamación y a la amibiasis 

invasiva. El proceso inflamatorio que se desarrolla durante la amibiasis obedece, entre otros factores, a la 

regulación del tráfico de neutrófilos, macrófagos y otros leucocitos por las quimiocinas. La inflamación 

observada durante la amibiasis está relacionada con la inducción de las quimiocinas CXCL8 y CXCL1 por 

células epiteliales intestinales, que provocan el reclutamiento de neutrófilos al sitio de infección. Este 

proceso inflamatorio puede ser alterado por proteínas secretadas por E. histolytica, como las proteasas 

de cisteína que pueden actuar sobre proteínas de matriz extracelular, citocinas o quimiocinas, de estas, 

la EhCP2 esta asociada con la eritrofagocitosis, y posiblemente con el daño al hospedero. En la 

amibiasis las poblaciones celulares asociadas a la inflamación están bien caracterizadas, pero no se 

conoce claramente las quimiocinas involucradas ni el papel que juega la proteasa de cisteína-2 en la 

modulación del proceso inflamatorio. Nosotros pensamos que las proteasa de cisteína-2 están 

involucradas en la modulación del tráfico de leucocitos durante el proceso inflamatorio. Por ello, el 

objetivo de este estudio fue demostrar que la proteasa de cisteína-2 de E. histolytica (EhCP2), afectaba 

la actividad quimiotáctica de las quimiocinas-CC (CCL2 y CCL13), involucradas en la regulación del 

reclutamiento de monocitos/macrófagos, y de las quimiocinas-CXC (CXCL8), involucradas en el 

reclutamiento de neutrófilos. Nosotros encontramos que las funciones de las quimiocinas sufrieron 

modificaciones cuando éstas fueron tratadas con la EhCP2; así EhCP2 inhibió la actividad quimiotáctica 

de CCL2 y CCL13 sobre los monocitos THP-1, pero aumentó el efecto quimiotáctico de CXCL8 sobre 

granulocitos humanos. En conjunto estos resultados nos llevan a proponer que EhCP2 puede modular el 

tráfico de células monocíticas y granulocitos al sitio de infección al generar formas truncadas de CCL13, 

CCL2 y CXCL8 con funciones antagónicas sobre los receptores CC, o agonistas sobre los receptores 

CXCR1-2, alterando con ello la respuesta inflamatoria mediada por estas quimiocinas; lo cual podría 

originar que E. histolytica pudiera invadir capas profundas del tejido epitelial intestinal, fenómeno 

asociado con la infiltración de neutrófilos, y al mismo tiempo, E. histolytica puede subvertir la respuesta 

de las células monocíticas controlando el tráfico de éstas, todo lo cual puede contribuir al daño a la 

mucosa intestinal, y a la diseminación de los trofozoítos de E. histolytica. Esta estrategia representa un 

nuevo mecanismo de evasión de E. histolytica de la respuesta inflamatoria regulada por las quimiocinas. 
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Abstract.  
Amoebiasis is an infection caused by the protozoan Entamoeba histolytica, and it is considered to the 

third leading cause of death by parasitic disease in the world, surpassed only by malaria and 

schistosomiasis. Macrophages and neutrophils are associated with the killing of E. histolytica 

trophozoites, and they are also linked with the early stages of inflammation. Inflammation development 

during amoebiasis and other parasitic diseases is regulated by chemokines, which control the traffic of 

neutrophils, macrophages and other leukocytes. During invasive amoebiasis, the inflammatory 

response is triggered in part by CXCL8 and CXCL1 induction, provoking the recruitment of neutrophils 

to the infection site. This inflammatory response may suffer alterations by secreted proteins from E. 

histolytica, such as cysteine proteases that may act on the extracellular matrix, cytokines or 

chemokines. Even though leukocytes associated with inflammation development during amoebiasis 

have been described, we do not have a clear knowledge of the chemokines involved in this 

inflammatory process and the role played by cysteine proteases from E. histolytica in the modulation of 

this response. We think that secreted cysteine proteases of E. histolytica are involved in the modulation 

of leukocyte traffic during inflammatory response. Thus, the goal of this study was to show the effect of 

cysteine protease-2 from E. histolytica (EhCP2) on chemotactic functions of CC-chemokines (CCL13 

and CCL2), which regulate the traffic of monocytes/macrophages; and of CXC-chemokines (CXCL8) 

which modulate the recruitment of granulocytes. We found that EhCP2 inhibited the chemotactic activity 

of CCL2 and CCL13 on THP-1 monocytes, but increased the chemotactic effect of CXCL8 on human 

granulocytes. As a whole, these results lead us to propose that EhCP2 modulates monocyte and 

granulocyte traffic to the infection site by generating truncated forms of CCL2, CCL13 and CXCL8 with 

antagonist functions on CC receptors, or agonist effects on CXCR1-2; which as could provoke invasion 

of E. histolytica trophozoites to others epithelial cells of intestinal tissue due neutrophils infiltration, and 

in the same time, E. histolytica also could subverted to mononuclear cells controlling the cells traffic, 

thus contributing to the damage to the intestinal mucose and the spread of E. histolytica trophozoites. 

This strategy is a novel evasion mechanism of E. histolytica from the inflammatory response regulated 

by chemokines.  
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Introducción.  

Entamoeba histolytica (E. histolytica) es un parasito protozoario que causa la 

amibiasis, una infección intestinal con una alta prevalencia entre la población mexicana 

y mundial (Espinosa-Cantellano y Martínez-Palomo, 2000). Hasta el momento, en E. 

histolytica se han descrito varias proteínas asociadas a la interacción con el hospedero. 

De estas proteínas, las proteasas de cisteína han sido relacionadas con la destrucción 

de proteínas de matriz extracelular, y de proteínas del sistema inmune, tales como 

inmunoglobulinas y proteínas de complemento (Stanley, 2003). 

E. histolytica presenta más de 20 genes que codifican para estas proteasas, pero 

solo 6 han sido relacionadas con el daño a la mucosa intestinal, y con el ataque a 

proteínas del sistema inmunitario (Bruchhaus et al., 2003). La EhCP5, por ejemplo, 

actúa como convertasa de IL-1β, cuyo efecto se traduce en la inducción de IL-8 

(CXCL8), y en el mayor reclutamiento de neutrófilos al sitio de infección, lo cual 

contribuye a la invasión extraintestinal de los trofozoítos de E. histolytica (Zhang et al., 

2000). La EhCP2, una proteasa de cisteína que es secretada al contacto con las células 

del hospedero, podría estar involucrada con la invasión al tejido intestinal y con la 

evasión al sistema inmunitario; aunque no ha sido demostrado. En la evasión de la 

respuesta inmune es posible que está proteasa contribuya a la alteración de la 

respuesta inflamatoria que está mediada, entre otras moléculas, por quimiocinas, 

proteínas de bajo peso molecular encargadas de regular el tráfico de leucocitos; 

asociados con la destrucción de los patógenos (Rot y von Andrian, 2004).  

Las quimiocinas divididas en cuatro subfamilias: CC, CXC, Cx3C y CX3, según 

dos de los cuatro de residuos cisteína cumplen funciones muy importantes en la 

regulación de la respuesta inmunitaria inflamatoria, y en la homeóstasis del sistema 

inmunitario (Rossi y Zlotnik, 2000). Varios antecedentes muestran que estas moléculas 

pueden llegar a ser subvertidas por proteínas codificadas en genes virales y de 

parásitos helmintos (Maizels et al, 2001; Lalani et al., 2001). Estos hallazgos unidos a la 

posibilidad de que E. histolytica evade la respuesta inflamatoria, nos llevaron a nuestro 

objetivo principal que fue determinar el efecto de la EhCP2 sobre las actividades 

biológicas de las quimiocinas de la subfamilia CC, asociadas a la regulación del tráfico 
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de células monocíticas, y de las quimiocinas de la subfamilia CXC relacionadas a la 

regulación del tráfico de granulocitos.  
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Antecedentes Generales.  

1. Características generales de las quimiocinas y sus receptores.  

Las quimiocinas o citocinas quimioatrayentes son pequeñas proteínas (∼8-14 

kDa), con cuatro residuos de cisteína conservados que forman 2 enlaces disulfuros 

(Cis1-3 y Cis 2-4), (Clark-Lewis et al., 1995; Baggiolini, 2001). En base al rearreglo de 

los dos residuos cisteína del extremo NH2-terminal, las quimiocinas han sido divididas 

en dos grandes familias, CXC y CC, dependiendo de si los dos residuos de cisteína 

tienen un aminoácido entre ellos (CXC) o están adyacentes (CC) (Zlotnik y Yoshie, 

2000; Rot y von Adrian, 2004). Hasta el momento se han reportado 16 quimiocinas CXC 

(CXCL1 al 16) y 28 quimiocinas CC (CCL1 al 28), (Figura 1; Tablas 1 y 2). También han 

sido descritas otras dos clases de quimiocinas, la linfotactina (C), y la fractalcina 

(CX3C), con tres residuos de aminoácidos entre los dos residuos de cisteína y tan sólo 

un residuo de cisteína, respectivamente.  

Las quimiocinas fueron clasificadas también como quimiocinas inflamatorias 

y quimiocinas homeostáticas (Sallusto et al., 2000; Boomker et al., 2005; Moser et al., 

2004). Sin embargo, recientemente se encontró que varias de las llamadas quimiocinas 

homeostáticas ejercen funciones duales y son también expresadas en los procesos 

inflamatorios (Moser et al., 2004; Rot y von Adrian, 2004).  

Las quimiocinas “inflamatorias” controlan el reclutamiento de leucocitos 

efectores en infecciones, inflamación, daño al tejido y tumores, y entre ellas podemos 

mencionar a: CXCL6, CXCL8, CXCL1, CXCL2, CCL3, CCL5, CCL7. Boomker et al. 

(2005), las define como las quimiocinas cuya expresión es inducida después de la 

activación celular. Por el contrario, las llamadas quimiocinas “homeostáticas” regulan el 

tráfico de leucocitos vírgenes (naive) durante la hematopoyesis en la medula ósea y 

timo. Las quimiocinas “homeostáticas” también se han asociado con la inmunidad 

adaptativa temprana que ocurre en el bazo, nódulos linfáticos y placas de Peyer. Estas 

quimiocinas promueven también el mantenimiento de los tejidos periféricos (Moser et 

al., 2004), y están definidas por su expresión constitutiva y restringida a un tejido en 

particular (Boomker et al., 2005). Algunas de estas quimiocinas son: CXCL12, CXCL13, 

CXCL14, CCL19 y CCL18. Las quimiocinas con funciones duales, por su parte, son 
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aquellas que pueden estar asociadas a la respuesta inmunitaria adaptativa, pero 

también ejercen funciones quimioatrayentes sobre leucocitos no efectores, que incluyen 

a los leucocitos precursores y maduros en arresto. Dentro de este grupo se encuentran: 

CXCL9-11, CXCL 16, CCL17, CCL20, CCL22, CCL25, CCL1 (Moser et al., 2004)  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Clasificación de las quimiocinas  
Las quimiocinas son muy similares estructuralmente y tienen al menos tres hojas β-plegadas 
(indicadas como β 1-3) y una  α-hélice C-terminal. Muchas de las quimiocinas tienen al menos 
cuatro residuos de cisteina en una posición conservada, según las cuáles las familias son 
clasificadas en: CXC, CC, C y Cx3C, esta ultima familia tiene un domino de unión a la 
membrana. Adicionalmente se muestran los cromosomas que contienen los genes para estos 
grupos de quimiocinas. Fuente: Rollins, 90: 909-928, 1997. 
 

Las quimiocinas se presentan como polipéptidos de 70 a 80 residuos de 

aminoácidos con una homología en la secuencia de los aminoácidos muy sustancial, 

por ejemplo, entre los miembros de la subfamilia MCPs: CCL2, CCL7, CCL8 y CCL13 y 

Eotaxina (CCL11) la homología es del 56-71%.  
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Las quimiocinas pueden presentarse como homodímeros, pero 

recientemente se encontró que estas moléculas pueden asociarse en heterodímeros y 

potenciar su actividad (Paoletti et al. 2005). El monómero de CXCL8, una de las 

quimiocinas mejor estudiada, tiene una región NH2-terminal desordenada, una región en 

forma de lazo (“loop”), tres hebras-β- antiparalelas y una α-hélice COOH-terminal 

(Figura 1). En el dímero de CXCL8, las hebras-β forman seis hojas β-plegadas con las 

hélices atravesando este (Clark-Lewis et al., 1995).  

Las quimiocinas interactúan con receptores acoplados a proteínas G 

heterotrimerica, que poseen 7 dominios transmembranales. Hasta el momento, se han 

identificado 18 receptores para quimiocinas, de los cuáles 6 receptores unen 

quimiocinas CXC (CXCR1-6), diez receptores unen quimiocinas CC (CCR1-10), el 

receptor que une linfoctactina (XCR1), el receptor que une fractalcina, y el receptor del 

antigeno Duffy (DARC), que une tanto quimiocinas CC como CXC (Murdoch y Finn, 

2000; Rot y von Adrian 2004). Adicionalmente, existen receptores de origen viral que 

también unen quimiocinas (Boomker et al., 2005). La interacción de las quimiocinas 

CXC con el receptor respectivo ocurre principalmente a través del región ERL (Glu-Arg-

Leu) del extremo NH2-terminal, y en el caso de las quimiocinas CC, los primeros 10 

aminoácidos de la región NH2-terminal son indispensables para la interacción (Clark-

Lewis et al., 1995).  

Un receptor de quimiocinas puede estar constituido por 350 aminoácidos, el 

extremo NH2-terminal es extracelular, y puede estar sulfatado sobre los residuos de 

tirosina. El dominio COOH-terminal de los receptores de quimiocinas es intracelular y 

contiene residuos de serina y treonina que constituyen sitios de fosforilación. Los 

dominios transmembranales son 7 α hélices, con tres lazos extracelulares e 

intracelulares compuestos de aminoácidos hidrofóbicos, orientados perpendicularmente 

a la membrana. Estos receptores contienen puentes difulfuros altamente conservados 

en el lazo extracelular 1 y 2. Las proteínas G heterotrimerícas están acopladas en el 

segmento COOH-terminal y posiblemente en el tercer lazo del dominio intracelular 

(Murdoch y Finn, 2000; D´Ambrosio et al., 2003; Rot y von Adrian, 2004).  
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Tabla 1. Quimiocinas CC 

 
Subfamilia CC 
 

 
Nomenclatura actual 

 
Receptor 

I-309 

MCP1 

MIP1α 

MIP1β 

RANTES 

MCP3 

MCP2 

EOTAXINA 

MCP4 

HCC-1 

HCC-2 

HCC-4 

TARC 

DC-CK-1 

MIP-3 β 

MIP-3 α 

6Ckine 

MCD 

MPIF-1 

MPIF-2/EOTAXINA-2 

TECK 

EOTAXINA-3 

CTACK 

MEK 

CCL1 

CCL2 

CCL3 

CCL4 

CCL5 

CCL7 

CCL8 

CCL11 

CCL13 

CCL14 

CCL15 

CCL16 

CCL17 

CCL18 

CCL19 

CCL20 

CCL21 

CCL22 

CCL23 

CCL24 

CCL25 

CCL26 

CCL27 

CCL28 

CCR8 

CCR2 

CCR1, 5 

CCR5 

CCR1,2,5 

CCR1,2,3 

CCR3 

CCR3 

CCR2,3 

CCR1 

CCR1,3 

CCR1,2,5 

CCR4 

? 

CCR7 

CCR6 

CCR7 

CCR4 

CCR1 

CCR3 

CCR9 

CCR3 

CCR10 

CCR3,10 
FUENTE: Comerford and Nibbs. Immunology Letters, 96: 163-174, 2005 
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Tabla 2. Quimiocinas CXC 

 
Subfamilia CXC 

 
Nomenclatura actual 

 
Receptor 

 
GROα 

GROβ 

GROγ 

PF4 

ENA-78 

GCP-2 

NAP-2 

IL-8 

Mig 

IP-10 

I-TAC 

SDF-1α/β 

BLC 

BRAK/BOLEKINA 

LUNGKINE 

___ 

 

CXCL1 

CXCL2 

CXCL3 

CXCL4 

CXCL5 

CXCL6 

CXCL7 

CXCL8 

CXCL9 

CXCL10 

CXCL11 

CXCL12 

CXCL13 

CXCL14 

CXCL15 

CXCL16 

 

CXCR2, 1 

CXCR2 

CXCR2 

CXCR3B 

CXCR2 

CXCR1, 2 

CXCR2 

CXCR1,2 

CXCR3A/B 

CXCR3A/B 

CXCR4 

CXCR5 

CXCR5 

? 

? 

CXCR6 
FUENTE: Comerford and Nibbs. Immunology Letters, 96: 163-174,2005 

Una de las principales funciones de las quimiocinas es la regulación del 

tráfico celular, el cual esta mediado por la interacción de un ligando de quimiocina con 

un receptor acoplado a proteína G, que induce la reorganización del citoesqueleto 

necesaria para la migración de los leucocitos. Esta migración celular obedece a un 

gradiente de quimiocinas formado por la unión de las quimiocinas a heparan sulfato, 

presentes en la superficie de las células endoteliales, y denominados 

glicosaminoglicanos (GAGs), (Alberts et al., 1994).  

Los GAGs, polisacáridos cargados negativamente están unidos a un núcleo 

de proteínas y forman lo que se conoce como proteoglicanos. Estas moléculas sirven 

como anclaje de las quimiocinas, las cuáles por ser moléculas básicas se unen de 

forma electroestática a los GAGs por el extremo carboxilo terminal, como en el caso de 
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CXCL8, o el extremo aminoterminal, como en el caso de CCL3. Esta unión promueve la 

presentación de las quimiocinas a las células, por ejemplo CCL4 inmovilizada a 

proteoglicanos induce la adhesión de las células T a los ligandos de las integrinas. Se 

ha reportado que CXCL8 y CCL5 se unen a heparan sulfatos de la matriz extracelular e 

inducen la adhesión y la migración transendotelial de leucocitos (Middleton et al., 2002; 

Boomker et al., 2005).  

Por otro lado, las quimiocinas en su forma soluble pueden ser monómeros, 

dímeros u olígomeros en alto orden, propiedad que en el caso de CXCL8 o CCL5 

determina una mayor afinidad por los proteoglicanos, y está asociada con la formación 

de diferentes gradientes de quimiocinas (Boomker et al., 2005).  

Las quimiocinas también interaccionan con el endotelio a través de DARC, 

un receptor de quimiocinas que no esta acoplado a proteínas G. DARC esta asociado 

con la captura y en la endocitosis/transcitosis de las quimiocinas (Middleton et al., 

2002). Estudios realizados in vivo demuestran que CCL5, CCL2 y CCL7 colocalizan con 

DARC en el endotelio vascular, y en endotelio de los vasos linfáticos aferentes (Rot, 

2003).  

La formación del gradiente de quimiocinas es fundamental para la activación 

de integrinas y otras moléculas de adhesión que están involucradas en la adhesión y en 

la posterior extravasación de los leucocitos, ambos procesos integrados en un modelo 

de 4 pasos o de secuencias (Springer 1994; Butcher, 2003; Rot y Von Adrian, 2004), en 

el cual, los leucocitos primero interaccionan con baja afinidad con las células 

endoteliales (tethering), y posteriormente por acción de la presión del flujo sanguíneo se 

acercan aun más al endotelio, en un paso conocido como movimiento rotatorio (rolling); 

ambos pasos dependen de selectinas, glicoproteínas transmembranales tipo-I, y de 

integrinas de la subfamilia α4, miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas. El 

rodamiento de los leucocitos induce cambios de afinidad de las integrinas α4 y/o β2, 

inducido por cambios conformacionales (Qin et al., 2004). Los leucocitos, por último, se 

adhieren firmemente al endotelio, y transmigran a través de las células que lo integran 

hacia el gradiente de quimiocinas (Rot y Von Adrian, 2004), (Figura 2).  

La trasmigración de los leucocitos es también una serie de eventos en los 

cuáles selectinas e integrinas interaccionan e inducen señales intracelulares que 
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conducen a la separación de moléculas que forman parte de las uniones fuertes 

intercelulares (tight junctions), tales como, las JAM (junctions adhesion molecules), 

perteneciente a la subfamilia de las inmunoglobulinas, y al subsiguiente paso del 

leucocito por entre las células endoteliales (van Buul y Hordijk, 2004; Imhof y Aurrand-

Lions, 2004). Por ensayos de colocalización se demostró que la trasmigración de los 

linfocitos a través del endotelio depende de LFA-1 (lymphocyte functions-associated 

antigen-1) y de su interacción con ICAM-1 y/o PECAM-1, inicialmente, y posteriormente 

de la interacción de LFA-1 con JAM-1, lo cual abre una especie de brecha por la cual 

pasan los leucocitos, y este evento ha sido demostrado por colocalización con 

anticuerpos contra caderina, una molécula que conforma las uniones ocluyentes entre 

las células endoteliales (Aurrand-Lions et al., 2002; van Buul y Hordijk, 2004).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Reclutamiento celular: un proceso secuencial de cuatro pasos.  
Los leucocitos que están en circulación pueden acercarse al endotelio e interaccionar con baja 
afinidad por medio de selectinas o de integrinas. La activación de integrinas por quimiocinas en 
la superficie del leucocito provocan la adhesión firme al endotelio, propiciando la trasmigración 
de los leucocitos a través del endotelio hacía el gradiente de quimiocinas. Fuente: Kunkel y 
Butcher, Nature Immunolgy, 3:822-829, 2003.  
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1.2. Funciones de las quimiocinas y sus receptores.  
1.2.1. Papel de las quimiocinas y sus receptores en el desarrollo de la respuesta 
inmunitaria innata y adaptativa.  

En general, las quimiocinas y sus receptores regulan el tráfico de los 

linfocitos T durante la respuesta inmunitaria, el tráfico de células dendríticas y otras 

células presentadoras, constituyendo un puente entre la respuesta inmunitaria innata y 

adquirida (Stein et al., 2005; Randolph et al., 2005). Además, las quimiocinas y sus 

receptores regulan el reclutamiento de leucocitos que mantienen la estructura de los 

órganos linfoides y algunas quimiocinas juegan un papel importante en la angiogénesis 

y angiostasis de vasos sanguíneos, y por lo tanto en la generación de tumores, y en 

metástasis de células tumorales. Recientemente, se ha encontrado que las quimiocinas 

pueden ejercer también funciones antimicrobianas contra diversos microorganismos: 

bacterias y hongos.  

Las quimiocinas y sus receptores son la clave en la respuesta inmunitaria 

innata al regular el tráfico de monocitos y neutrófilos. Esta regulación está dada por el 

reconocimiento inicial de los patrones moleculares asociados a patógenos (PAMs) por 

receptores membranales tipo Toll, los cuáles activan vías de señalización que 

aumentan la expresión tanto de quimiocinas CC como CXC de macrófagos y de células 

dendríticas (Luster, 2002; Coelhlo et al., 2005). Más específicamente, las quimiocinas 

CXC y sus receptores han sido involucradas en la inmunidad innata debido al efecto 

que ejercen sobre los neutrófilos. Las quimiocinas CC también están asociadas a la 

inmunidad innata, especialmente los receptores CCR1 que se expresan sobre 

monocitos (Luster, 2002).  

La inmunidad adquirida se ha asociado con los receptores CC, tales como 

CCR2, 4, 5 y 8 y sus ligandos, y muchos de estos receptores están relacionados 

también con algunos eventos iniciales de la inmunidad innata, tales como la activación 

de macrófagos (Coelhlo et al., 2005). El tráfico de los linfocitos T y B dentro de los 

órganos linfáticos está mediado por las quimocinas CCL18, CCL22, CCL20, CCL21 y 

CCL19, inducidas por el estroma de los nódulos linfáticos y por las células dendríticas, 

y está asociado también con el reclutamiento de células dendríticas cargadas de 
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antigenos a nódulos linfáticos donde ocurre la presentación de antigenos a las células T 

(Luster, 2002).  

Las quimiocinas y sus receptores inducen también el reclutamiento de los 

linfocitos T y contribuyen a la diferenciación de la respuesta inmunitaria. Sallusto et al. 

(1998), encontraron que los receptores CCR5 y CXCR3 se expresan en células T del 

subtipo-1 (TH1), principalmente; mientras que los receptores CCR3, y CCR4 se asocian 

a las células T del subtipo-2 (TH2). Uno de los inductores de CCR5 sobre los linfocitos T 

es la interleucina-12 (IL-12) que esta ligada a la respuesta TH1. Adicionalmente, CCL11, 

CCL13 CCL24, CCL26, CCL17 y CCL1 son ligandos que se han asociado con el 

subtipo TH2 y se expresan en inflamaciones alérgicas (García et al., 1996; García et al., 

1996; Sallusto et al.1998; Loetscher et al; 1998; Luster, 2002; Wong y Fish, 2003; Rot y 

von Adrian, 2004).  

1.2.2. Papel de las quimiocinas y sus receptores en la homeóstasis del sistema 
inmunitario.  

Las quimiocinas y sus receptores participan en la organización de los 

órganos linfoides primarios y secundarios. La migración de los timocitos durante el 

desarrollo esta mediada por CXCL12, CCL25 y CCL21, cuya expresión inducida por las 

células estromales del timo (Sallusto, et al, 2000; Rossi y Zlotnik, 2000; Ohl et al., 

2003). En ausencia de CXCR4, el receptor para CXCL12, se han observado defectos 

en el reclutamiento de los progenitores de las células T o en su desarrollo (Ohl et al., 

2003). Similarmente, precursores de linfocitos T provenientes de ratones deficientes en 

CCL21 muestran también deficiencias en la migración al timo, y en la colonización del 

timo con respecto a ratones silvestres (Liu et al., 2005). De la misma manera, ratones 

deficientes en CCR9, el receptor para CCL25, presentan deficiencias en la repoblación 

de linfocitos T en el timo, indicando que este receptor y su ligando están también 

asociados con la regulación del tráfico de las células progenitoras de T de medula ósea 

al timo, (Uehara et al., 2002). 

Otro receptor involucrado en la regulación de la migración de los precursores 

de linfocitos T es CCR7, receptor que une CCL19 y CCL21. Ratones deficientes en el 

receptor CCR7 presentan una arquitectura anormal del timo, con zonas de la médula y 
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corteza reducidas como resultado de la alteración del tráfico de los linfocitos T maduros 

que se acumulan en la corteza del timo (Ueno et al., 2004).  

Similarmente, algunos receptores de quimiocinas están asociados a la 

migración de los precursores de los linfocitos B en la medula ósea (Ohl et al., 2003). 

CXCR4 y CXCR5, y sus ligandos están asociados con la migración de precursores de 

linfocitos B y con la organización del centro germinal.  La deficiencia de los receptores 

CXCR4 y CXCR5 produce alteraciones en la organización del centro germinal (Allen et 

al., 2004).  

Por otra parte, las quimiocinas están también involucradas en los procesos 

de angiogénesis que generan el crecimiento de nuevos vasos, y se producen durante la 

embriogénesis y el ciclo menstrual (Strieter et al., 2005). Quimiocinas de la familia CXC 

regulan principalmente este proceso de diferentes maneras; las quimiocinas CXC que 

inducen la angiogénesis y cuya característica es la presencia en extremo amino-

terminal de una secuencia de aminoácidos ELR (Glutamina-Leucina-Arginina), y las 

quimiocinas que inhiben la angiogénesis o las denominadas quimiocinas angiostáticas 

(inhibición de la formación de vasos y arterias), cuya característica es que no presentan 

la secuencia ELR, y son generalmente inducidas por IP-10 (CXCL10), (Moore et al, 

1998; Strieter et al., 2005).  

Las quimiocinas ELR relacionadas con angiogénesis son: CXCL1, CXCL2, 

CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7 y CXCL8. CXCL8, por ejemplo, promueve la 

proliferación y la sobrevivencia de las células endoteliales. Uno de los receptores 

involucrados en la actividad proangiogenica de las quimiocinas CXC con la secuencia 

ELR es el receptor CXCR2 que regula la migración de las células endoteliales 

(Heidenmann et al, 2003).  

Las quimiocinas sin la secuencia ELR, por el contrario, tienen fuerte actividad 

inhibidora de los factores angiogénicos e incluyen quimiocinas, tales como, CXCL4, 

9,10, 11 y CXCL14. Las quimiocinas CXCL9, CXCL10 y CXCL11 inducidas por el 

interferón tipo I, y por el interferón tipo II inhiben factores angiogénicos, tales como, el 

factor de crecimiento de las células endoteliales vasculares, y reducen la quimiotaxis de 

las células endoteliales (Strieter et al., 2005). El receptor que está implicado en la 

inhibición de la quimiotaxis de las células endoteliales parece ser CXCR3B; la unión de 
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CXCL10 con este receptor reduce el crecimiento de células tumorales (Strieter et al., 

2005).  

1.2.3. Otras funciones de las quimocinas.  
Las quimiocinas también pueden actuar como agentes antimicrobianos. La 

actividad antimicrobiana de las quimiocinas fue observada inicialmente en quimiocinas 

de la subfamilia CXC, tales como: CXCL7 (Dürr y Peschel, 2002).  

Las quimiocinas, CXCL4 y CCL5 derivadas de plaquetas presentaron 

actividad antimicrobiana contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Cryptococcus 

neoformans (Tang et al., 2002). Cole et al. (2001), también demostraron que las 

quimiocinas inducidas por interferón, CXCL9, CXCL10 y CXCL11 tenían actividad 

antimicrobiana contra Escherichia coli y Listeria monocytogenes.  

Más recientemente, Yang et al (2003), encontraron que CCL20 y otras 

quimiocinas de la subfamilia CC: CCL11, CCL13, CCL17, CCL18 y CCL19, 

principalmente, presentaron actividad antimicrobiana contra Escherichia coli. Estos 

investigadores proponen que el mecanismo del efecto antimicrobiano, está asociado 

con la formación de pequeñas áreas en la superficie de las quimiocinas compuestas de 

aminoácidos cargados positivamente, que en conjunto constituyen un dominio catiónico 

y que interacciona con la superficie de las bacterias.  

2. Quimiocinas CC.  
Las quimiocinas de la familia CC, que incluyen varias quimiocinas (Tabla 1), 

y a las llamadas MCPs (monocyte chemoattractant proteins) y a las eotaxinas, 

comparten entre si más del 60% de homología y juegan un papel importante no sólo en 

la migración de los leucocitos, sino también en la liberación de enzimas, expresión de 

moléculas de adhesión y liberación de histamina (Pivarcsi y Homey, 2005; García et al., 

2005).  

Las quimiocinas MCPs (MCP-1/CCL2, MCP-2/CCL8, MCP3/CCL7, y 

MCP4/CCL13 inducen estas funciones en una gran gama de células del sistema 

inmunitario: monocitos, linfocitos, basófilos, células dendríticas, células asesinas 

naturales (NK), neutrófilos y eosinófilos (Van Coillie et al., 1999; Haringman et al., 2000; 

Yamamoto et al., 2005).  
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Las quimiocinas MCPs son producidas por varias células, tejidos, leucocitos 

y células tumorales, y su expresión es disparada por citocinas proinflamatorias, 

principalmente: IL-1β, TNF-α e INF-γ (Proost et al., 1996; Van Coillie et al., 1999; 

Moschizuki et al., 1998;Votta et al. 2000; Woodworth et al., 2004), siendo la mayor 

fuente de las MCPs las células endoteliales, fibroblastos y células monocíticas (Proost 

et al., 1996; Van Coillie et al., 1999;García y Humbert, 2005). Sin embargo, otros tipos 

de células también pueden producir MCPs, por ejemplo la microglia produce MCPs bajo 

ciertos estímulos (Van Coillie et al., 1999). Para fines de este estudio sólo se 

mencionarán las quimiocinas CCL2 por su participación en el ataque a parásitos 

protozoarios, y la CCL13 por que aunque está asociada con inflamación en 

enfermedades alérgicas, su papel en el desarrollo de la respuesta inmunitaria contra 

parásitos no ha sido elucidado todavía.  

CCL2 o MCP1 es la quimiocina de la familia CC más estudiada, ha sido 

asociada a la regulación de la migración de monocitos/macrófagos durante la respuesta 

inflamatoria. CCL2 es secretada por células endoteliales, fibroblastos, células 

monocíticas, células cebadas, eosinófilos, neutrófilos estimulados con TNFα, células T 

(Huffnagle et al., 1995; Gu et al., 1997; Van Coillie et al., 1999; Yamashiro et al., 1999; 

Krupa et al., 2004; Becker, 2005). Células epiteliales, astrocitos y microglia son también 

capaces de producir esta quimiocina, luego de la estimulación con IL-1β, TNFα, INFγ, 

principalmente (Proost et al., 1996; Struyf et al., 1998).  

CCL2 al igual que las otras quimiocinas de la subfamilia de las MCPs es 

capaz de inducir la liberación de enzimas por monocitos y basófilos, así como, la 

liberación de ácido araquidónico por monocitos (Proost et al., 1996). CCL2 también ha 

sido involucrada en la inducción del estallido respiratorio en células infectadas por 

patógenos. Altas concentraciones de CCL2 indujeron un aumento en los niveles de NO 

(óxido nítrico), en macrófagos infectados con Trypanosoma cruzi (Villalta et al., 1998), 

lo cual esta asociado con la destrucción de este parásito. CCL2 es capaz de atraer 

monocitos, basófilos, células NK y células T de memoria, al interaccionar con el 

CCR2B, receptor por el cual tiene alta afinidad. CCL2 y su receptor cumplen un papel 

importante en la diferenciación hacia una respuesta TH1, como se ha visto en modelos 
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de infección con Cryptococcus neoformans (Needham et al., 1996; Chensue et al., 

1996; Traynor et al., 2002).  

CCL2 actúa como regulador de la migración de monocitos y de la 

diferenciación de los linfocitos T en las infecciones por patógenos. CCL2 esta 

involucrada en la regulación de la respuesta inmunitaria contra Leishmania donovani, 

Trypanosoma cruzi y Toxoplasma gondii induciendo la eliminación de estos parásitos 

(Brenier-Pinchart et al., 2001). CCL2 induce el estallido respiratorio en monocitos 

infectados con Leishmania por ejemplo, y puede inhibir la replicación de protozoarios 

parásitos intracelulares, tales como Toxoplasma gondii (Mannheimer et al., 1996; 

Aliberti et al., 1999; Brandonisio et al., 2002; Bhattacharyya et al., 2002; Robben et al., 

2005). Una desregulación de CCL2 en la toxoplasmosis, que está relacionada con la 

proliferación de los taquizoítos de Toxoplasma gondii en fibroblastos humanos, mostró 

que el desbalance en la expresión de está quimiocina suprime la diferenciación de las 

células T aumentando la sobrevivencia del parásito (Brenier-Pinchart et al., 2000; Del 

Río et al., 2004). Así mismo, ratones deficientes en CCL2, infectados con Trichuris 

muris, no expulsaban estos nematodos, aumentado la carga parasitaria 

(deSchoolmeester et al, 2003). De la misma manera, una alta expresión de CCL2 

estaba también asociada con la susceptibilidad a infecciones por Listeria 

monocytogenes, Mycobacterium tuberculosis, y Salmonella enterica (DePaolo et al., 

2005).  

Esta quimiocina se ha asociado también a enfermedades inflamatorias, 

como: ateroesclerosis, esclerosis múltiple, artritis reumatoide o nefropatías por diabetes 

(Van Coillie et al., 1999; Takashi et al. 2003; Sheikine y Hansson, 2004; Bartosik-Psujek 

y Stelmasiak, 2005). Las enfermedades inflamatorias del intestino también están 

asociadas con alta expresión de RNA-mensajeros de CCL2, en células endoteliales y 

células del músculo liso de la mucosa inflamada (Grimm et al., 1996; García y Humbert, 

2005).  

CCL13 o MCP4 es una quimiocina de entre 9 a 8.5 kDa perteneciente 

también a la subfamilia de las MCPs que se expresa en varios órganos humanos, 

especialmente en el intestino delgado y colón (García-Zepeda et al., 1996; Godiska et 

al., 1996). Células endoteliales y epiteliales expresan CCL13 estimuladas con TNFα, 
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interferón-γ, interleucina-1 e interleucina-4, (García-Cepeda et al., 1996; Stella too et al., 

1997; Petering et al., 1998; Nakamura et al., 2001; Meyer et al., 2003; Woodworth et al., 

2004). Al igual que las otras MCPs, CCL13 se expresa en monocitos y eosinófilos e 

induce potentemente el reclutamiento de monocitos y eosinófilos aislados de sangre 

periférica humana y células monocíticas (García-Zepeda et al., 1996; Godiska et al., 

1996; Kalayci et al., 2004; Pivarcsi y Homey, 2005).  

Esta quimiocina interacciona con CCR2B y CCR3, receptores estos que 

pueden ser expresados sobre monocitos y eosinófilos, provocando la movilización de 

calcio intracelular. En un ensayo de unión a receptores celulares (Binding), en 

monocitos aislados de sangre periférica, se encontró que CCL13 era capaz de 

desplazar la unión de CCL5 I125 y CCL2 I 125 al receptor, y más específicamente CCL13 

fue capaz de desplazar la unión de CCL2 I 125 a CCR2B con alta afinidad (Berkhout et 

al. 1997).  

CCL13 se encuentra altamente expresada en tejidos epiteliales respiratorios 

de pacientes con enfermedades alérgicas o inflamatorias. Lamkhioued et al. (2000), 

usando la hibridación in situ, con una sonda de RNA antisentido de CCL13 marcada 

fluorescentemente, sobre cortes de tejido de pacientes con asma, encontraron que el 

epitelio respiratorio de estos pacientes había alta expresión del RNA mensajero de 

CCL13, y una mayor cantidad de la proteína sobre el epitelio respiratorio, indicado con 

ello que CCL13 está asociada con enfermedades inflamatorias. Se encontraron también 

altos niveles de CCL13 en pacientes con glomérulonefritis, una hibridación in situ 

demostró el incremento de en zonas peritubulares, tubulares, y en células epiteliales del 

glomérulo del riñón inflamado (Chakravorty et al., 2001). CCL13 también se ha 

encontrado altamente expresada en varias otras enfermedades, tales como la 

ateroesclerosis (Berkhout et al., 1997; Sheikine y Hansson, 2004).  

3. Quimiocinas CXC.  
Las quimiocinas de la familia CXC y sus receptores están asociadas 

principalmente con la regulación de la angiogénesis y algunos de sus miembros están 

involucrados con la progresión de tumores y con la metástasis (Romagnani et al., 2004; 

Rosenkilde y Schwartz, 2004).  
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Las quimiocinas CXC contienen un tripéptido presente en el amino-terminal 

de la molécula que se ubica antes de la primera cisteína ERL (Glu-Leu-Arg), que es un 

sitio crítico para la interacción con el receptor (Clark-Lewis et al., 1995), y para su 

función, ya que las quimiocinas CXC con el tripéptido ERL actúan a través de los 

receptores CXCR1 y CXCR2. Algunas quimiocinas CXC no contienen este motivo en el 

extremo amino-terminal (CXC —ERL), y actúan sobre linfocitos por medio de CXCR3 y 

CXCR4 (Rollins, 1997; Segerer et al., 2000). Las quimiocinas de la familia CXC y sus 

receptores son expresados por células endoteliales, fibroblastos, neutrófilos, células 

dendríticas, células T y B, células asesinas naturales y eritrocitos (Tabla 2), (Rollins, 

1997; Segerer et al., 2000; Christopherson y Hromas, 2001; Romagnani et al., 2004). 

En general, estás quimiocinas son inducidas por interleucina-1β y TNFα, y algunas 

quimiocinas CXC son inducidas por INFγ, tales como CXCL10 (Segerer et al., 2000). 

Para fines de este estudio sólo se describirá brevemente la quimiocina CXCL8, 

quimiocina involucrada en el tráfico de neutrófilos durante la repuesta inflamatoria 

desarrollada en la amibiasis.  

CXCL8 ó IL8 es una de las quimiocinas de la familia CXC mejor estudiada, 

se sintetiza como una proteína precursora de 99 aminoácidos con un péptido señal que 

es cortado a una proteína de entre 72 a 77 aminoácidos (Matsushima et al., 2001). 

Adicionalmente, CXCL8 es procesada, por proteasas liberadas por neutrófilos, en el 

extremo aminoterminal a formas truncadas de entre 69 a 77 aminoácidos que 

aumentan su actividad, así la forma de 69 aminoácidos ejerce una potente actividad 

quimiotáctica con respecto a las otras formas truncadas de la CXCL8 (Yoshimura et al., 

1989; Hebert et al., 1990; Nakagawa et al., 1991; Padrines et al., 1994; Van Damme et 

al., 1990; Mukaida, 2003).  

CXCL8 es producida por monocitos, linfocitos T, neutrófilos, células asesinas 

naturales, células endoteliales, células epiteliales, y fibroblastos (Van Damme et al., 

1989; Mukaida, 1992; Hammond et al., 1995; Morohashi et al., 1995; Mukaida, 2000; 

Sparkman et al., 2004; Bruserud et al., 2004 Lin et al., 2005), por la acción de citocinas 

pro-inflamatorias, como IL-1 y TNFα. Fitzgerald et al. (2002), encontraron, en células 

epiteliales del esófago de pacientes con reflujo esofágico, que CXCL8 era inducida por 

IL1β.  
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CXCL8 se une a los receptores CXCR1 y CXCR2 con alta afinidad, 

estimulando la migración y la activación de los neutrófilos (Murphy y Tiffany, 1991; 

Holmes et al., 1991; Suzuki et al., 1994; Trettel et al., 2003; Li et al., 2004). Schroder et 

al., (1989), encontraron que CXCL8 induce la degranulación, activa el estallido 

respiratorio, y provoca la activación de la lipoxígenasa-5 que origina la liberación de 

mediadores inflamatorios derivados del ácido araquidónico. CXCL8 actúa también 

sobre basófilos, y en presencia de IL-13 propicia la liberación de histamina (Dahinden et 

al., 1989).  

CXCL8 está asociada con varias afecciones inflamatorias, como 

enfermedades respiratorias ocasionadas por infecciones bacterianas (Mukaida, 2003; 

Talavera et al., 2004). En el esputo de pacientes con bronquitis crónica, infectados con 

Haemophilus influenzae, se encontraron altos niveles de CXL8 y de TNFα (Sethi et al., 

2000). CXCL8 también se ha encontrado involucrada con otras enfermedades 

respiratorias, como el asma, fibrosis ideopática pulmonar y con el síndrome agudo 

respiratorio (Mukaida, 2003; Krupa et al., 2004). CXCL8 regula la inflamación en la 

glomérulonefritis, uveítis idiopática intermedia, esofagitis, esófago de Barrett´s y otros 

desordenes digestivos (Mukaida et al., 1998; Klok et al., 1998; Daig et al., 2000; 

Fitzgerald et al., 2002; Savage et al., 2004).  

Miembros de las quimiocinas de la familia CXC y CXCL8 regulan también la 

respuesta inflamatoria en varias infecciones por parásitos helmintos y protozoarios. In 

vivo, el infiltrado inflamatorio provocado por Cryptosporidum parvum presentó 

neutrófilos relacionados con la inducción de CXCL1 y 2 (Laurent et al., 1997; Lacroix-

Lamandé et al., 2002). En la amibiasis, las quimiocinas-CXC también han sido 

observadas. Seydel et al. (1997), in vivo, observaron que CXCL1 y CXCL8 estaban 

asociadas con el reclutamiento de neutrófilos al sitio de infección, y con la formación de 

abscesos hepáticos amibianos. Las quimiocinas CXC también están involucradas en la 

formación de los granulomas, observados en varias infecciones parasitarias. Una alta 

expresión de CXCR3 y de sus ligandos CXCL10 y CXCL9 esta ligada a la migración de 

eosinófilos y a la formación de los granuloma durante la infección por Schistosoma 

japonicum (Li et al., 2004). 
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4. Entamoeba histolytica.  

4.1. El parásito.  
Entamoeba histolytica es un parasito protozoario que provoca la amibiasis 

humana, y tiene un ciclo de vida en el cual se han identificado dos formas: Un quiste o 

forma infectiva y un trofozoíto o forma vegetativa que se multiplica.  

El ciclo de vida de este parásito inicia con la ingesta de los quistes (10-20 µm 

de diámetro), contenidos en agua o alimentos contaminados con heces fecales 

humanas, en donde pueden permanecer viables entre 10-30 días. Las condiciones que 

contribuyen a la transformación de los trofozoítos en quistes no están completamente 

esclarecidas, pero varios trabajos señalan la participación de moléculas como la lectina 

Gal/GalNAc, proteasas de cisteína y de serina, en presencia de galactosa, glucosa y 

varios minerales. Aparentemente, un paso previo a la formación del quiste es la 

agregación de los trofozoítos que depende del contacto propiciado por la lectina 

Gal/GalNAc (Riahi y Ankri, 2000; Carranza-Rosales et al., 2000; Eichinger, 2001; 

Barrón-González et al., 2005). El desenquistamiento de los trofozoítos ocurre en el 

intestino delgado, por mecanismos aún no determinados completamente. Los 

trofozoítos (20-30 µm) migran al intestino grueso y al colón donde se alimentan de 

bacterias y otros contenidos intestinales y se trasforman en quistes, que serán 

expulsados al medio ambiente a través de las heces (Figura 3).  
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Figura 3. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica.  

 La Infección por E. histolytica ocurre por la ingesta de quistes maduros,  el des-
enquistamiento ocurre en el intestino delgado, y  los trofozoítos son liberados y migran al 
intestino grueso. Los trofozoítos se multiplican por fisión binaria y producen quistes,  los 
quistes pasan en las heces, debido a la protección conferida por sus paredes, los quistes 
sobreviven hasta semanas en el ambiente y son responsables de la transmisión. E. histolytica 
causa una enfermedad intestinal: amibiasis. La amibiasis puede, en condiciones aún no 
determinadas, convertirse en una infección invasiva y causar complicaciones como la formación 
de abscesos hepáticos (A, B y C). Fuente: Entamoeba Homepage.  

 

4.2. Amibiasis.  
Es una infección, cuya estadística la ubican dentro de las tres primeras 

infecciones por parásitos en países subdesarrollados. Aunque, en países desarrollados 

existen casos de esta infección sobre todo entre viajeros (Petri et al., 2001). Un informe 

clásico de la WHO mostró, mediante análisis serológicos y parasitológicos imprecisos, 
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que los casos de amibiasis (incluyendo la colitis amibiana y los abscesos hepáticos), se 

acercan a 50 millones de personas y que ocurren alrededor de 100,000 muertes/año en 

varias partes del mundo (Petri et al., 2001; Stanley 2003; Huston, 2004). Sin embargo, 

las cifras exactas de la incidencia de la amibiasis no son conocidas debido en parte a 

que muchos de los análisis usados para la detección de la E. histolytica no contemplan 

Entamoeba dispar (E. dispar), una amiba que no está asociada a la amibiasis. 

Gatti et al. (2002), examinaron la presencia del complejo E. histolytica/E. 

dispar, en una población de niños con 9.5 años de una escuela elemental de Ecuador, y 

encontraron que la prevalencia de E. dispar fue mayor que la de E. histolytica entre los 

sujetos analizados. Otro trabajo realizado en niños (1-12 años de edad), en el Hospital 

Infantil de México, mostró también que la incidencia de E. dispar es mucho mayor 

(82%) que E. histolytica (18%) (Bernal et al., 2000). Aunado a esto, muchas de las 

técnicas utilizadas para la detección de E. histolytica no son tan sensibles y en algunos 

casos pueden existir falsos negativos. Petri et al. (2001), mostraron, en un estudio 

realizado en niños de Dhaka (Bangladesh), que el número de niños positivos a E. 

histolytica era mayor cuando se utilizaba la técnica de PCR que cuando se usaba la 

técnica de detección de parásitos en heces. Nuevos estudios que combinan RT-PCR 

con ELISA aumentan el rango y la sensibilidad en la detección de E. histolytica en 

muestras de heces, y provenientes de punciones hepáticas de pacientes con abscesos 

hepáticos (Roy et al., 2005).  

Desde el punto de vista epidemiológico, la amibiasis ha sido analizada en 

áreas endémicas de la infección, y la prevalencia real y la caracterización de la 

amibiasis han sido determinadas. Un estudio realizado en Dhaka, con niños entre 2-7.6 

años de edad con episodios diarreicos frecuentes, mostró que la incidencia del parásito 

es alta (82.47%), pero que sólo un pequeño porcentaje de los episodios diarreicos 

estaban asociados a E. histolytica, y sólo entre el 12% al 25% de los niños infectados 

desarrollaban amibiasis invasiva, y que una buena proporción de los niños infectados 

con E. histolytica no mostraban síntomas (Haque et al., 2003).  

En una población mayor de 20 años en Vietnam (región de alta prevalencia 

del parásito) se demostró, mediante PCR de muestras de heces, que sólo un 11% de la 

población en estudio (383), eran positivos para E. histolytica y permanecieron 
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asintomáticos durante el periodo de estudio. La infección por E. histolytica puede 

persistir por más de un año en algunos individuos, pero algunos otros resuelven la 

infección con una terapia apropiada (Blessmann et al., 2003).  

Estos trabajos plantean que la amibiasis es frecuente en zonas endémicas 

para esta infección, pero que un buen porcentaje de los sujetos infectados con E. 

histolytica no desarrollan síntomas, ni una infección invasiva, como fue confirmado 

recientemente por Ramos et al. (2005). Por otro lado, este parásito puede persistir 

alrededor de un año en los individuos infectados sin tratamiento y la posibilidad de re-

infección al menos en adultos es muy baja. Finalmente se puede afirmar que, la 

incidencia de los casos de amibiasis es de sólo 10% aproximadamente de las 

poblaciones estudiadas.  

Aunque, una proporción considerable de los individuos infectados por E. 

histolytica no desarrollan síntomas, como fue mencionado anteriormente, sólo un 4% al 

10% de los individuos adultos desarrollan amibiasis invasiva (Huston et al., 1999; 

Stanley, 2003), que puede manifestarse como disentería, principalmente. Sin embargo, 

algunos sujetos pueden desarrollar complicaciones, como la colitis amibiana o los 

abscesos hepáticos. El número de casos de abscesos hepáticos en personas 

infectadas con E. histolytica es bajo; sin embargo, en los últimos años se incrementado 

los casos de hombres adultos que desarrollaron abscesos hepáticos amibianos 

(Nattakom et al., 2001; Ramiro et al., 2000; Ruíz et al., 2004). Otras complicaciones de 

la amibiasis invasiva han sido reportadas. McCarthy et al., (2002); reportaron un caso 

de apendicitis en un niño de 10 años de edad que estaba asociado con la infección por 

E. histolytica.  

En México, 8.4% de la población han sido expuestos a E. histolytica, y se 

estima que hay más de un millón de casos de amibiasis entre la población (Caballero-

Salcedo et al., 1994). Más recientemente un estudio realizado en Coahuixtla (zona rural 

del estado de Morelos), en el 64% de la población, mostró que más de la mitad de la 

población estudiada estaba parasitada con algún protozoario, de esta población sólo el 

19% estaba infectado por E. histolytica/Entamoeba dispar. En este estudio se demostró 

la presencia de más de dos especies: E. histolytica/E. dispar en sujetos parasitados al 

analizar las muestras por microscopía. Un análisis por PCR confirmó estas 
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observaciones y permitieron establecer que E. histolytica tenía mayor prevalencia 

(43.7%), mientras que E. dispar se presentó sólo en un 12% de las muestras que 

presentaron este complejo (Ramos et al., 2000), demostrando que E. histolytica sigue 

prevaleciendo entre la población mexicana de zonas rurales en un índice que parece 

superar al reportado en 1994 (8.4%).  

Más recientemente, Ramos et al., (2005), en la misma comunidad del estado 

de Morelos, y en muestras de heces y usando PCR, encontraron que E. histolytica tenía 

una prevalencia del 11 %, pero en un 7% de los casos E. histolytica está asociada con 

E. dispar, lo cual hace difícil la apreciación de la verdadera incidencia de la infección.  

En otro estudio realizado en zonas urbanas y suburbanas del Estado de 

Puebla (México), se determinó la prevalencia de anticuerpos contra antigenos de E. 

histolytica utilizando ELISA y hematoaglutinación, y usando Inmunoglobulina G contra 

antigenos de E. histolytica a partir de muestras de suero de donantes registrados en el 

IMSS-Puebla. La seroprevalencia fue del 8.6% por hematoaglutinación y del 6.4% 

cuando los resultados fueron confirmados con ELISA, demostrando que el diagnostico 

usando estas dos técnicas es más sensible para estudios epidemiológicos (Sánchez-

Guillén et al., 2000). Este estudio indica, además, de que Puebla es endémico para la 

amibiasis, especialmente en zonas de bajas condiciones sanitarias.  

Estos trabajos en conjunto denotan que la amibiasis es una enfermedad con 

una prevalencia importante entre la población mexicana rural y urbana, y constituye un 

problema de salud pública, y al igual que otros estudios epidemiológicos realizados en 

otras partes del mundo la técnica utilizada para la detección del parasito es importante 

para definir el impacto real de la enfermedad, porque al menos en México, la 

prevalencia real de la amibiasis parece ser mayor que el 8.4% que se sigue 

mencionando en las estadísticas.  

4.3. Determinantes de patogenidad.  
Los trofozoítos de E. histolytica pueden penetrar la mucosa intestinal 

causando lesiones ulcerosas que resultan en los síntomas clásicos de la amibiasis: 

diarrea, calambres estomacales y vómitos. Proteínas identificadas en E. histolytica, 

tales como: lectinas, que median la adhesión al epitelio, péptidos formadores de poros, 

que destruyen células del hospedero, y proteasas, que degradan moléculas de la matriz 
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extracelular y del sistema inmunitario del hospedero, han sido asociadas con la invasión 

intestinal y extraintestinal (World Health Organization, 1997; Huston et al., 1999; Petri, 

2002; Espinosa-Cantellano y Martínez-Palomo, 2000; Stanley, 2003; Coudrier et al., 

2005).  

La lectina-Gal/GalNAc de E. histolytica, conformada por dos subunidades, 

una cadena pesada y una cadena ligera, está involucrada en la adhesión a las células 

epiteliales del hospedero. La cadena pesada está asociada con la invasión de los 

trofozoítos de este parásito, como lo demuestran experimentos realizados con amibas 

mutantes, en la cuales la falta de esta subunidad provocaba la perdida de la capacidad 

de los trofozoítos de adherirse a las células blanco del hospedero (Ankri et al., 1999; 

Padilla-Vaca et al., 1999; Petri, 2002; Abd-Alla et al., 2004). En este sentido, Dodson et 

al. (1999), encontraron que la cadena pesada de la lectina presentaba un dominio de 

reconocimiento, y un dominio de unión a carbohidratos, que al ser bloquedos con 

anticuerpos inhiben la adhesión a la células blanco. Otros estudios confirman que la 

lectina Gal/GlaNAc está asociada con la unión de los trofozoítos a las células 

intestinales e indirectamente con la patogenidad de E. histolytica (Seguin et al., 1995; 
Cheng et al., 1998; Coudrier et al., 2005; Ocadiz et al., 2005). La lectina-Gal/GalNAc no 

sólo está asociada con la unión del parásito a las células del epitelio, sino que también 

interviene en la separación de las uniones-fuertes entre las células epiteliales (Petri, 

2002; Leroy et al., 2000).  

Otras moléculas involucradas en la destrucción de células del hospedero son 

los péptidos que conforman el ameboporo (pequeñas proteínas 5 kDa), que 

interaccionan con las membranas de las células Jurkat, HL60 y U-937, y generan lisis 

de estas células (Bruhn et al., 2001; Nickel et al., 1999; Leippe et al., 2004; Zhang et al., 

2004). Aunque, Leippe (1997), no asocia la presencia de estas proteínas con la 

destrucción de las células del hospedero, sino que considera a las proteínas del 

ameboro ligadas al control de la población bacteriana en el intestino, por lo que la 

relación directa de estas proteínas con la patogenicidad de E. histolytica no esta clara 

aún.  

Las proteasas de cisteína, en cambio, sí han sido asociadas con la 

destrucción de mucosa intestinal, y con la invasión de los trofozoítos de E. histolytica, 
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pero sus características y su relación con la patogenidad serán abordadas en un 

apartado especial.  

4.4. Proteasas de cisteína de Entamoeba histolytica.  
E. histolytica secreta varias proteasas algunas de las cuáles están asociadas 

con el daño al hospedero. Las proteasas de cisteína son las proteínas que se secretan 

más abundantemente, y las que se han asociado con el desarrollo de la amibiasis 

(Pérez-Montfort et al., 1987, y 1994).  

Sin embargo, otras proteasas también son secretadas por E. histolytica, pero 

algunas con baja actividad o en poca abundancia. Trabajos realizados por Pérez-

Montfort et al. (1987 y 1994), usando extractos de trofozoítos de E. histolytica, y 

diferentes inhibidores, demostraron que existe una gran proporción de proteasas 

cisteína y serina, y una baja proporción de proteasas aspárticas y metaloprotesas.  

Proteasas identificadas en gránulos refringentes aislados de trofozoítos de E. 

histolytica, presentaron 6 proteasas con actividad de colagenesa, que se activan en 

presencia de colagena tipo I y calcio (León et al., 1997), y que sin duda están asociadas 

con la destrucción de la matriz extracelular.  

Más recientemente, se ha encontrado en trofozoítos de E. histolytica una 

hialuronidasa que al actuar sobre glicosaminoglicanos, libera N-acetil-glicosamina y 

ácido hialuronico, aunque no se le pudo demostrar su relación con el daño al hospedero 

por su baja actividad enzimática sobre matrices cubiertas de glicosaminoglicanos 

(Nickel et al., 2000).  

Una enzima semejante a la ciclooxigenasa-2 (COX-2) humana también ha 

sido identificada en E. histolytica, y esta enzima está asociada con la regulación del 

metabolismo de PGE2, y con la inflamación generada en los estadios tempranos de la 

amibiasis (Dey et al., 2003).  

Últimamente, se identificó una proteasa de serina perteneciente a la familia 

S28, a la que aún no se le ha demostrado si tiene o no un papel en el desarrollo de la 

amibiasis (Barrios et al., 2005). Estos trabajos muestran que la mayor cantidad de 

proteasas que son secretadas de E. histolytica pertenecen principalmente a las 

proteasas de cisteína que serán descritas con más detalle.  
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Las proteasas de cisteína de E. histolytica son proteínas semejantes a las 

enzimas de la familia de las papaínas y son asignadas a la subfamilia de las proteasas 

semejantes a las catepsinas-L (Sajid y McKerrow, 2002). Estas proteasas son 

sintetizadas con un péptido señal de 12 a 14 aminoácidos, un pro-domino de 78 a 82 

aminoácidos, que caracteriza este grupo de enzimas al presentar una secuencia 

conservada de aminoácidos: ERFNIN (Glutamina-Arginina-Fenilalanina-Asparagina-

Isoleucina-Asparagina), y un dominio catalítico de 216 a 225 aminoácidos, 

caracterizados por una secuencia conservada de aminoácidos: CHN (Cisteína-

Histidina-Asparagina). Las preproenzimas son procesadas a enzimas maduras que 

consisten en un aminoterminal, una región hidrofóbica (con el centro activo), y una 

región carboxiloterminal (Que y Reed, 2000).  

Estas enzimas tienen una predilección por sustratos cargados positivamente 

y reconocen específicamente arginina en los péptidos, como ha sido demostrado con el 

uso de péptidos marcados con fluoróforos, lo cual, convierte a las proteasas de cisteína 

de Entamoeba en enzimas estructuralmente semejantes a la catepsina L, pero 

funcionalmente semejantes a las catepsinas-B, la presencia de Asp en el sitio activo de 

estas enzimas explica esta característica (Sajid y McKerrow, 2002; Que y Reed, 2000; 

Bruchhaus et al., 2003).  

En E. histolytica han sido identificados 20 genes que codifican para 20 

diferentes proteasas de cisteína (EhCP1 a EhCP19 y EhCP112), de los cuáles sólo los 

genes que codifican para las proteasas EhCP1, EhCP2, EhCP3, EhCP5 y EhCP8 son 

los que se encontró que se expresan en E. histolytica-HIM-1: IMSS (Bruchhaus et al., 

2003).  

Algunas de estas proteasas presentan secuencias de anclaje a membrana, 

estructuras parecidas a los GPI, y se pueden encontrar asociadas a membranas 

(Bruchhaus et al., 2003). Por Inmunodetección, Becker et al. (1996), encontraron que la 

proteasa de cisteína de E. histolytica de 30 kDa colocalizaba con membranas de 

vesículas fagocíticas y en zonas amorfas del citoplasma, mostrando que esta proteasa 

se asociaba a una especie de lisosoma. Sin embargo, Spinella (1999), encontraron que 

la proteasa de cisteína de 60 kDa de E. histolytica era transportada desde vacuolas 

fagocíticas a la membrana, luego de que los trofozoítos eran incubados con eritrocitos 
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humanos. Trabajos realizados específicamente con las enzimas EhCP1, EhCP2 y 

EhCP5 revelaron que estas proteasas de cisteína son almacenas en vacuolas 

fagocíticas y transportadas a la superficie de la membrana de los trofozoítos que entra 

en contacto con células del hospedero, confirmando que las proteasas, al entrar en 

contacto con células del hospedero, son transportadas desde vacuolas a la membrana 

del trofozoíto para luego ser secretadas (Jacobs et al., 1998; Que et al., 2002).  

Las proteasas parasitarias están asociadas a funciones vitales de los 

protozoarios: desenquistamiento, metabolismo y la citoadherencia (Klemba y Goldberg, 

2002). Un ejemplo claro de las funciones biológicas de las proteasas, lo constituyen las 

proteasas de cisteína de Giardia, las cuáles al ser inhibidas causan la reducción del 

desenquistamiento (Ward et al., 1997). Proteasas involucradas en el metabolismo y la 

nutrición de los protozoarios son, por ejemplo, la falcipaína de Plasmodium que 

degrada a la hemoglobina necesaria para la proliferación, y supervivencia del parásito, 

así la inhibición de la proteasa causa la muerte de Plasmodium (Rockett, 1990). La 

cruzipaína, proteasa de cisteína de Trypanosoma cruzi esta implicada en la 

diferenciación del amastigote a tripomastigote (Harth et al., 1993; Meirelles et al., 1992). 

La adherencia a las células hospedero puede ser mediada por proteasas de cisteína 

acopladas a adhesinas, como el caso de la proteasa de cisteína de 112 kDa encontrada 

en E. histolytica (García-Rivera et al., 1999). No obstante, algunas de estas proteasas 

también son capaces de regular la respuesta inmunitaria, y en este caso se ha 

planteado que las proteasas parasitarias pueden ser consideradas como factores de 

virulencia. Los ejemplos más claros lo constituyen las proteasas de E. histolytica y 

Leishmania major.  

Proteasas de cisteína de E. histolytica de entre 28 kDa a 112 kDa han sido 

aisladas, y asociadas con la patogénesis y con el daño al hospedero (Serrano-Luna et 

al., 1998; García-Rivera et al., 1999; Hellberg et al., 2001; Hellberg et al., 2002; Sim et 

al., 2004; Boettner y Petri, 2005; Coudrier et al., 2005; Ocadiz et al., 2005). En este 

sentido, Navarro-García et al. (1995), demostraron por medio de análisis 

electrofisiológicos, sobre tejidos de colón de gerbos, que proteasas de cisteína de E. 

histolytica-virulenta, de 53 y 75 kDa, causaban una caída del potencial eléctrico en las 

membranas de las células del tejido probado y una alteración de este tejido. Se 
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estableció también la relación entre las proteasas de cisteína de E. histolytica y la 

formación de abscesos hepáticos in vivo. Stanley et al. (1995), encontraron que los 

ratones SCID inoculados con trofozoítos de E. histolytica-HM1-IMSS presentaban 

abscesos hepáticos, y en una inmunodetección con un anti-EhCP1 de los tejidos 

infectados, localizaron proteasas de cisteína-1 en las lesiones, y alrededor de los 

trofozoítos. El daño directo de las proteasas de cisteína y su relación con la necrosis 

fueron demostrados cuando se inocularon ratas con trofozoítos incubados con 

inhibidores de proteasas, y se encontró que no había necrosis, en comparación con los 

tejidos provenientes de ratas inoculadas con los trofozoítos (Becker et al., 1988).  

No obstante, varios trabajos demuestran que las proteasas de cisteína de E. 

histolytica no están asociadas ni con la destrucción de células humanas, ni con la 

formación de abscesos hepáticos. In vitro, usando monocapas de células de riñón de 

hamters (BHK), incubadas con cepas de E. histolytica, con el gen para la proteasa de 

cisteína 5 (EhCP5), y sin el (vector con un RNA anti-sentido para EhCP5); se encontró 

que la monocapa celular era destruida con o sin la presencia de la proteasa, lo cual 

demostró que en la destrucción de las células dependía de otros factores, y no de las 

proteasas (Ankri et al., 1998). In vivo y usando el gen para otra proteasa, cuando se 

inocularon trofozoítos de E. dispar que la alta expresaban el gen para la proteasa de 

cisteína 2 de E. histolytica (EhCP2), se encontró que no aumenta la formación de 

abscesos hepáticos en gerbos, aunque hay un efecto citopático considerable sobre 

células de ovarios de hamters (CHO), (Helberg et al., 2001). Con esta misma proteasa 

(EhCP2), e inyectando microesferas cubiertas con la enzima en el portal hepático de 

gerbos, se encontró que la enzima no estaba asociada con formación de abscesos 

hepáticos, ya que estos no se formaban (Olivos-García et al., 2003).  

La alteración de la matriz extracelular y otros componentes del epitelio 

intestinal también está mediada por proteasas de cisteína de E. histolytica. Li et al. 

(1995), encontraron que una proteasa de cisteína de 30 kDa se une a columnas de 

laminina, un componente de la matriz. In vivo, el bloqueo de laminia con anticuerpos 

estuvo asociado con la reducción de la formación de abscesos hepáticos en ratones 

SCID, lo cual indica que ciertas proteasas de cisteína interaccionan con componentes 

de la matriz extracelular para dar inicio al ataque a las células del hospedero.  
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La proteasa de cisteína 5 de E. histolytica (EhCP5) está involucrada en la 

degradación de la vilina (proteína de unión a actina y un componente de la 

microvellosidad de los enterocitos, luego del contacto de los trofozoítos con los 

enterocitos humanos, y que en parte produce la desorganización de la microvellosidad 

de los enterocitos (Lauwaet et al., 2003).  

La mucina otro componente de las células epiteliales es también degradado 

por proteasas de cisteína de E. histolytica, luego de que la mucina marcada con S 35 

quedó reducida a varias bandas, al incubarse con estas proteasas. Adicionalmente, en 

un cultivo con células productoras de mucina (LS17At) se encontró que las proteasas 

alteraban la capa celular (Moncada et al., 2003).  

Las proteasas de cisteína de E. histolytica están involucradas también en la 

regulación de la respuesta inmunitaria al degradar moléculas, tales como: Interleucina 

1β, interleucina 18, anticuerpos y proteínas de complemento. Uno de los primeros 

trabajos señaló que proteasas de extractos de trofozoítos de E. histolytica eliminaban la 

cadena pesada de la inmunoglobulina A (IgA), y que cuando se usó una batería de 

inhibidores no había degradación de la IgA, lo cual implicaba que las proteasas de 

cisteína actuaban sobre la IgA, este hallazgo indicaba que la degradación de IgA podría 

provocar adherencia de los trofozoítos de E. histolytica a la mucosa intestinal (Kelsall y 

Ravdin, 1993).  

La cadena pesada de la inmunoglobulina G (IgG) fue también degradada por 

proteasas de cisteína presentes en extractos de trofozoítos de E. histolytica, y se 

planteó que la degradación de IgG podría ser un mecanismo de evasión de la 

respuesta inmunitaria humoral (Tran et al., 1998).  

Las proteasas de cisteína de E. histolytica también cortan proteínas de 

complemento como C3 y C5, y activan con ello la cascada de complemento. La 

incubación de una proteasa de 30 kDa con C3 y C5 marcadas con Iodo 125 originó la 

degradación de estas proteínas en una cadena- α y cadena-α’. Por autoradiografía, se 

demostró que estos productos eran moléculas semejantes a C3a y C5a, que 

presentaron actividad, pero la degradación progresiva de estas moléculas conduce a 

productos que no presentan ni actividad antiplaquetaria en el caso de C3a, ni actividad 

quimiotáctica en el caso de C5a, lo cual indicaba que las proteasas de cisteína de E. 
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histolyica activan la vía de complemento y al mismo tiempo regulan la respuesta 

inflamatoria al inactivar productos como C3a y C5a (Reed et al., 1995).  

La respuesta inflamatoria se altera por la proteólisis de citocinas como: ILβ e 

IL18. La proteasa de cisteína-5 de E. histolytica (EhCP5), es capaz de inducir 

inflamación intestinal y el mecanismo fue la inducción IL-β y CXCL8 por las células 

epiteliales, cuando cepas de E. histolyica, que la alta expresaban el gen para EhCP5 

establecieron contacto con el epitelio intestinal. La inducción de IL β fue debida a la 

conversión de la IL-β inmadura en IL-β madura, que es una forma activa de esta 

interleucina, implicada en la activación de neutrófilos, macrófagos, y en liberación por 

las células epiteliales intestinales de mediadores lipídicos secundarios, los cuales en 

parte provocan la respuesta inflamatoria (Burns et al., 2003; Zhang et al., 2000). La 

inhibición de IL-18 por contacto con la EhCP5 también alteró la respuesta inflamatoria 

al reducir los niveles de INF-γ, y la activación, principalmente, de macrófagos, que son 

las células encargadas de la destrucción de los trofozoítos de E. histolytica (Que et al., 

2003).  

5. Evasión de las funciones de las quimiocinas por patógenos.  
Varias familias de virus y algunas bacterias despliegan estrategias que 

interfieren con las funciones de las quimiocinas para escapar de la respuesta 

inmunitaria del hospedero y, con ello sobrevivir y diseminarse (Liston y McColl, 2003). 

En muchos casos, la mimetización de las quimiocinas parece ser una de las vías de 

escape más eficaces empleadas por los virus (Lalani et al., 2000). La interrupción del 

gradiente de quimiocinas por proteasas bacterianas, que destruyen GAGs, y la captura 

de las quimiocinas por proteínas bacterianas que unen quimiocinas similares a las 

descritas para los virus, constituyen algunas de las formas de evasión de la red de 

quimiocinas (Menozzi et al., 2002). El bloqueo o la activación de receptores de 

quimiocinas por proteínas secretadas por protozoarios y helmintos, es otro de los 

mecanismos de escape de la red quimiocinas. Estas estrategias, plantean, Maizels et 

al. (2001), son producto de la coevolución entre los parásitos y el sistema inmunitario 

del hospedero, que favorecen formas de tolerancia que le permiten al parásito persistir 

largo tiempo.  
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Hasta el momento no existen reportes del mimetismo molecular de las 

quimiocinas por helmintos y protozoarios. Sin embargo, proteínas que mimetizan 

citocinas han sido identificadas en algunos helmintos. Una proteína homologa al 

interferón-γ del hospedero (INF-γ), fue identificada en los productos secretados por 

Trichuris muris. El INF-γ-parasitario fue capaz de unirse al receptor del INF-γ del 

hospedero, y afectar el funcionamiento de éste, activando células T y B, como lo hace 

el INF-γ del hospedero (Grencis y Entwistle, 1997). En este caso es evidente que el 

INF-γ parasitario propicia la polarización de la respuesta inmunitaria al subtipo TH1 que 

beneficia al parásito, contribuyendo de esta manera a la sobrevivencia de T. muris en el 

hospedero.  

Otras citocinas miméticas se han encontrado en parásitos del género 

Trichinella y Brugia. Ambos parásitos secretan proteínas que mimetizan MIF 

(macrophage migration inhibitory factor), una citocina proinflamatoria importante en el 

desarrollo de la respuesta inflamatoria durante las infecciones por helmintos, que es 

capaz de alterar el reclutamiento de monocitos, hecho que inhibe la migración de 

monocitos al sitio de infección y modula la inflamación del hospedero (Pastrana et al., 

1998; Tan et al., 2001; Falcone et al., 2001; Zang et al., 2002; Wu et al., 2003; 

Rodríguez et al., 2003).  

La activación de los receptores de quimiocinas por factores parasitarios ha 

sido descrita en protozoarios y helmintos. Uno de los ejemplos mejor estudiado es el 

factor quimiotáctico de granulocitos identificado en Leishmania major, que induce un 

alto índice de migración de neutrófilos comparado con la CXCL8 humana, y origina una 

especie de circuito de amplificación en el reclutamiento de neutrófilos conveniente para 

Leishmania, que es fagocitada por estos leucocitos y protegida del ataque del sistema 

inmunitario del hospedero (van Zandbergen et al., 2002; Laskay et al., 2003).  

Otro ejemplo lo constituyen proteínas secretadas por Ascaris suum que se 

unen a los receptores para CXCL8, CXCR1 y 2, provocando que estos receptores no 

respondan a su ligando natural; de esta manera, A. suum altera el reclutamiento de los 

neutrófilos (Falcone et al., 2001).  

Por último, otro mecanismo de evasión de la respuesta inmunitaria empleado 

por los parásitos es la interferencia de la red de quimiocinas por proteasas secretadas. 
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Estas proteasas son capaces de degradar citocinas y quimiocinas, o de rasurar la capa 

de glicosaminoglicanos. Al respecto, se mencionan la identificación de proteasas de 

cisteína, catepsinas y metaloproteasas, entre otras proteasas que contribuyen al daño 

al hospedero, y la alteración de la respuesta inmunitaria celular.  

Nippostrogylus brasilensis secreta una acetilhidrolasa que es capaz de 

inactivar PAF (factor de activación de plaquetas), e inhibir la agregación de plaquetas, 

aparentemente para evitar la inflamación intestinal (Blackburn y Selkirk, 1992).  

Una catepsina L aislada de Fasciola hepatica ilustra también esta forma de 

inactivar a los factores quimioctácticos o a las quimiocinas humanas. La catepsina L de 

F. hepatica reduce los niveles de INF-γ, cambiando la dirección de la respuesta 

inmunitaria hacia un subtipo TH2, que resulta benéfica para la sobrevivencia del parásito 

(O´Neill et al., 2001).  

Proteasas de cisteína identificadas en Paragonimus westermani fueron 

capaces de inducir CXCL8 de eosinófilos, y regular la apoptosis de estas células; lo 

cual reduce la inflamación asociada a los eosinófilos, aumentando la sobrevivencia del 

gusano en la lesiones provocadas por las larvas (Shin y Lee, 2000).  

Más ligado a nuestro trabajo es la evidencia de la proteasa de cisteína-5 de 

Entamoeba histolytica inactiva IL-18 provocando la desviación de la respuesta 

inmunitaria y alterando la respuesta inflamatoria orquestada en contra de este parásito 

(Que et al., 2003).  

Finalmente, las metaloproteasas identificadas en algunos gusanos regulan la 

migración de eosinófilos a los sitios de infección al inactivar la eotaxina-1 (CCL11), 

quimiocina que ejerce actividad quimiotáctica sobre eosinófilos. De esta forma, Necator 

americanus desregula la respuesta inflamatoria, al actura sobre CCL11, impidiendo con 

ello la migración de eosinófilos, los cuáles son fundamentales en el ataque a este 

parásito (Culley et al., 2001).  

 

 

 

 

 41



 

Justificación del problema.  
Entamoeba histolytica es el agente causal de la amibiasis, una  infección que 

tiene alta incidencia entre la población mexicana, y que constituye un problema de 

salud pública. El desarrollo de la amibiasis intestinal puede conducir a la colitis 

amibiana, y en algunos casos a la formación de abscesos hepáticos. Hallazgos en este 

sentido muestran que E. histolytica induce daño a las células epiteliales intestinales 

durante el proceso invasivo por medio de proteínas, tales como, lectinas, proteasas, y 

péptidos que conforman el ameboporo. Varios antecedentes muestran que E. histolytica 

puede evadir la respuesta inmunitaria, afectando la activación de los macrófagos y la 

proliferación de los linfocitos T, mediante proteínas que E. histolytica secreta durante la 

colonización y la invasión de la mucosa intestinal.  

Las proteasas de cisteína están asociadas con el ataque a la mucosa 

intestinal y a proteínas del sistema inmunitario, tales como, inmunoglobulinas y 

proteínas de complemento. Stanley (2003), más recientemente, encontró que las 

proteasas de cisteína pueden modificar la respuesta inflamatoria. EhCP5, la proteasa 

de cisteína 5, por ejemplo actúa sobre IL1β provocando la maduración de esta citocina, 

lo cual induce la liberación de CXCL8 por el epitelio intestinal, y el aumento en el 

reclutamiento de neutrófilos, que en el caso de la amibiasis se asocian al daño a la 

mucosa intestinal. Esta y otras alteraciones de la respuesta inflamatoria pueden estar 

propiciadas por las proteasas de cisteína de E. histolytica. La proteasa de cisteína 2, 

una proteasa que se secreta al contacto con las células del hospedero, y se sabe que 

induce una respuesta inflamatoria moderada y que podría estar asociada con la 

invasión en el epitelio intestinal, pudiera estar asociada también con la modulación de la 

respuesta inmunitaria al actuar sobre citocinas y quimiocinas, pero esto no ha sido 

demostrado.  

Las quimiocinas han sido objeto de estudio en las últimas décadas por su 

relación con la inflamación producida en varias enfermedades, y con la homeóstasis del 

sistema inmunitario; sin embargo, su participación en la respuesta orquestada ante 

infecciones parasitarias ha sido poco documentada. CCL2 y CCL4, por ejemplo, han 

sido asociadas con la inducción del estallido respiratorio en macrófagos infectados con 
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Trypanososma cruzi. La inducción de quimiocinas en otras infecciones por parásitos 

protozoarios está también relacionada con el reclutamiento de leucocitos y con 

subsecuente desarrollo de la respuesta inmunitaria. Durante la amibiasis, la inducción 

de CXCL1 y CXCL8 está asociada con el desarrollo de la respuesta inflamatoria, y con 

el estado invasivo de los trofozoítos de E. histolytica.  

En este estudio nos centraremos en las subfamilias de las quimiocinas CC y 

CXC, dos de las principales subfamilias de las quimiocinas involucradas en la respuesta 

inmunitaria contra infecciones parasitarias, incluyendo la amibiasis. Partiendo de la 

hipótesis de que E. histolytica puede modular la respuesta inflamatoria a través de la 

alteración de las actividades funcionales de las quimiocinas, se tratará de conocer el 

efecto de la proteasa de cisteína-2 sobre las funciones de las quimiocinas CC, CCL2 y 

CCL13, y CXC, CXCL8.  

Hipótesis.  
Entamoeba histolytica modulará la actividad proinflamatoria de las 

quimiocinas mediante la proteasa de cisteína-2, realizando proteólisis en las regiones 

que contienen arginina y fenilalanina en estas moléculas, y generando dos o más 

péptidos no funcionales que provocarían la inhibición de actividad quimiotáctica de 

CCL2 y CCL13, quimiocinas CC encargadas de regular el reclutamiento de los 

monocitos. De la misma manera, la modificación de la respuesta inflamatoria mediada 

por las quimiocinas también puede ser alterada por la proteasa de cisteína 2 de 

Entamoeba histolytica potenciando la función quimiotáctica de CXCL8, una quimiocina 

CXC que regula el tráfico de neutrófilos, al realizar proteólisis de los primeros 4 

aminoácidos del extremo aminoterminal, y exponer el dominio ERL de esta molécula. 

De tal manera, que las proteasas de cisteína de Entamoeba histolytica estarían 

involucradas no sólo en la destrucción de la matriz extracelular, y en daño a la mucosa 

intestinal sino también a la modificación de la respuesta inflamatoria como una 

estrategia para evadir la respuesta inmunitaria.   

Objetivo general.  
Determinar el papel de la proteasa de cisteína-2 de Entamoeba histolytica (EhCP2), en 

la modulación de las actividades funcionales de las quimiocinas CC, CCL2 y CCL13 y 

de las quimiocinas CXC, CXCL8. 
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Objetivos específicos.  
1. Determinar el efecto de la proteasa de cisteína-2 de E. histolytica (EhCP2) sobre la 

quimiotaxis mediada por las quimiocinas de la familia CC en células monocíticas.  

1.1. Analizar los productos de la proteólisis de CCL13 y CCL2 tratadas con EhCP2.  

1.2. Analizar la actividad quimiotáctica de CCL13 y CCL2  tratada con EhCP2 en células 

monocíticas. 

2. Determinar el efecto de la proteasa de cisteína-2 de E. histolytica sobre la quimiotaxis 

mediada por la CXCL8.  

2.1. Analizar los productos de la proteólisis de CXCL8 1-77 tratada con la EhCP2.  

2.2. Analizar la actividad quimiotáctica de CXCL8 1-77 tratada con la EhCP2 en 

granulocitos humanos.  

2.3. Analizar la actividad quimiotáctica de CXCL8 1-72 tratada con la EhCP2 en 

granulocitos humanos.  
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Materiales y Métodos.  
Células.  
Mantenimiento y cultivo de las células THP-1.  

Los ensayos de quimiotaxis para probar monocitos contra las quimiocinas de 

la familia CC, CCL13 y CCL2 se realizaron con la línea de células tumorales 

monocíticas humana-THP-1 (ATTCC-TIB202), que responden a estas quimiocinas 

(Godiska et al., 1997), y que expresan el receptor CC-2 durante esta fase (Phillips et al., 

2005). Las células THP-1 se mantuvieron en RPMI-1640-2 mM de L-glutamina (Gibco, 

USA), ajustado con 1.8 g/L de bicarbonato de sodio, HEPES (10 mM, (Gibco, USA), 

piruvato (1 mM, Gibco, USA), y suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco, 

USA), y se incubaron a 37° C en presencia del 5% de CO2. Las células se cultivaron 

hasta obtener más del 80% de confluencia y para la realización de los ensayos, las 

células fueron teñidas con azul tripano (Sigma), y luego cuantificadas para analizar su 

viabilidad. Para todos los ensayos la viabilidad de las células fue del 98% a 99%.  

Aislamiento de granulocitos de sangre periférica humana.  
Los ensayos de quimiotaxis con granulocitos contra la CXCL8 se realizaron 

con neutrófilos aislados de sangre periférica humana de donantes sanos y voluntarios. 

Para esto, la sangre fresca (10 ml) se mezcló por inversión con 25 µl de heparina (1000 

unidades/ml, Sigma-USA), y dextran (6%, Sigma-USA), en HBSS (0.1 M), y se dejó 

decantar durante 1 hora. Los leucocitos contenidos en el plasma se separaron en un 

gradiente Ficoll-Paque (Sigma, USA), por centrifugación a 1600 rpm durante 20 minutos 

a 4° C. Luego, la pelotilla obtenida se resuspendió en el amortiguador de lisis de 

eritrocitos (NH4Cl, 155 mM; KHCO3; 10 mM y EDTA, 0.1 mM), durante 5 minutos. Esta 

suspensión se centrifugó a 1200 rpm durante 10 minutos, y la pelotilla de células 

resultante se resuspendió en HBSS hasta su uso. Antes de su uso, los granulocitos 

fueron teñidos con azul de tripano (Sigma-USA), y cuantificados para calcular la 

viabilidad, la cual generalmente estuvo alrededor del 80%.  

Reactivos.  
Las quimiocinas humanas recombinantes CCL13, CCL2, CXCL8 (72 y 75 

aminoácidos), provienen de PeProtech (USA). Los inhibidores de proteasas, leupeptina 

(Ac-Leu-Leu-Arg-Aldehyde, 1 mg/ml), y E-64 (N-[N-(L-3trans-carboxyoxirane-
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2carbonyl)-L-leucyl]-agmatine; 0.5 µg/ml), provienen de Roche, Mannheim (Germany). 

El Péptido sintético, Benziloxicarbonil-Phe-Arg-7 amino-4 metil coumarina (Z-Phe-Arg-

AMC, 5 mM), y la calceína-AM (200 ng/ µl), fueron proporcionados por Molecular 

Probes (USA. Polimixina B (10 µM), y la toxina pertussis fueron proporcionados por 

Sigma (USA). Todos los reactivos para electroforesis, incluyendo el Ditiotreitiol (DTT, 1 

M) fueron obtenidos de BioRad (USA). Todos los reactivos para el cultivo provienen de 

Gibco-BRL (USA).  

Obtención y aislamiento de EhCP2.  
EhCP2 fue proporcionada por Alfonso Olivo, del Departamento de Medicina 

Experimental de la Facultad de Medicina de la UNAM-Hospital General, y su obtención 

y aislamiento fue realizada como se describe brevemente: EhCP2 fue aislada a partir de 

trofozoítos de E. histolytica por doble extracción con éter de etílico y por filtración 

molecular (Olivos-García et al., 2003). La enzima aislada y purificada fue mantenida en 

amortiguador de cloruro de mercurio (1 mM), cloruro de sodio (0.15 M), y tris (20mM), a 

pH 7.4, para evitar que la autodigestión de la EhCP2. El peso molecular de la EhCP2 se 

determinó en minigeles de poliacrilamida-SDS-Tris-Glicina al 8% bajo condiciones 

reductoras (BioRad, USA, Bollag et al., 1996), y la concentración de la proteína se midió 

por el método de Lowry para microplacas, usando el BSA para la curva patrón (BCA de 

Pierce, USA).  

Zimograma de la EhCP2.  
La actividad proteolítica de la proteasa de cisteína-2 de E. histolytica 

(EhCP2), se analizó usando mínieles de poliacrilamida nativos (Borrad, USA) 

copolimerizados con 0.1% de gelatina (Sigma, USA), (Hellberg et al., 2002). 

Brevemente: la EhCP2 (2.5 a.m.) se corrió en condiciones no reductoras (4°C) de 

electroforesis. Posteriormente, los geles se incubaron con triton X-100 (2.5%), a 

temperatura ambiente en agitación durante 30 minutos. Luego, los geles se incubaron 

con el amortiguador de los fosfatos de sodio [(Na2HPO4 (1M), NaH2PO4 (1M), pH 7.0, 

Sigma, USA)-DTT (2 mM, Sigma, USA)], en agitación constante a 37 °C, durante toda 

la noche. Luego, los geles se tiñeron con Azul-Coomassie (BioRad, USA), y se 

destiñeron con ácido acético glacial-metanol (90%). Las zonas claras sobre el gel 

indicaron la actividad proteolítica de la enzima.  
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La EhCP2 (2.5 µM) fue activada en el amortiguador de fosfato (0.1 M), pH 

6.0 con DTT (2 mM), durante 30 minutos a 37 °C, antes de su uso, y para detener la 

reacción de proteólisis, al tubo de reacción se le adicionaba un amortiguador de fosfato 

de sodio (0.1 M, pH 6.0), que contenía leupeptina (1 µM) y E-64 (20 µM), y se incubaba 

30 minutos adicionales a 37°C.  

Activación e inhibición de EhCP2 usando un sustrato-fluorescente.  

La EhCP2 (2.5 µM) en el amortiguador de fosfatos de sodio (0.1 M), pH 6.0, y 

DTT (2 mM), fue preincubado durante 5 minutos a 37 °C, y luego, fue incubado con Z-

Arg-Phe-AMC (3 µM), 5, 30 y 60 minutos a la misma temperatura. La actividad 

enzimática se midió posteriormente en un espectrofotómetro (Bio-Tek, USA), en el 

rango de excitación de 350nm y emisión de 460 nm (Serveau et al., 1996). EhCP2 se 

pretrató con E-64 (20 µM) o leupeptina (10 µM), durante 30 minutos a 37°C, y luego fue 

incubado con el sustrato fluorescente, para probar el efecto de los inhibidores. Los 

resultados fueron analizados en unidades de fluorescencia. El porcentaje de actividad 

se calculó comparando los valores de las unidades de fluorescencia del control contra 

los valores de la EhCP2 incubada con el sustrato.  

Proteólisis de quimiocinas CC y CXC por EhCP2.  
Para la reacción de proteólisis, CCL13 (100 ng/ml), se trató con EhCP2 (2.5 

µM) a intervalos de tiempo de 15, 30, 90 y 180 minutos. Como control, EhCP2 (2.5 µM), 

fue usada inhibida con E-64 (20 mM), o con leupeptina (10 mM), e incubada con CCL13 

(100 ng/ml) a la misma temperatura durante 30 minutos a 37°C.  

El efecto de la EhCP2 sobre otras quimiocinas de la familia CC, se evaluó 

incubando EhCP2 (2.5µM) preactivada con CCL2 (200 ng/ml), 30 minutos a 37° C.  

El efecto de la EhCP2 sobre otras quimiocinas de la familia CXC, se 

determinó incubando EHCP2 (2.5µM) preactivada con CXCL8 (200 ng/ml), 30 minutos a 

37°C.  

En todos los casos, las reacciones de proteólisis se detuvieron con la adición 

de amortiguador del fosfato (pH 6.0) con inhibidores, como fue mencionado 

anteriormente.  

Las proteínas y los productos de la proteólisis de CCL13, CCL2 y CXCL8 se 

separaron en minigeles de poliacrilamida en el amortiguador de corrida, tricina-PAGE-
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SDS (16.5%, BioRad, USA), bajo condiciones reductoras (Schägger y Jagow, 1987), y 

se detectaron usando tinción de plata (GelCode Silver SNAP, Pierce, USA).  

Análisis por Western blot de los productos de proteólisis de CCL13.  
Los productos de la proteólisis de CCL13 y CXCL8 1-77, separados en mini-

geles Tricina-PAGE-SDS (16.5%), se transfirieron a membranas de nitrocelulosa 

(BioRad, USA), y se detectaron con el anti-CCL13 policlonal de conejo (1:1000) 

obtenido en la Unidad de Enfermedades Infecciosas del Hospital General de 

Massachussets, USA (Lamkhioued et al., 2000), y con el anti-CXCL8 (PeProtech, USA), 

respectivamente. Luego, fueron revelados con el anticuerpo secundario, anti-IgG-

conejo-HRP (1:5000, Zymed Laboratorios, USA), usando el kit ECL de 

quimioluminiscencia (Amersham Phamacia Biotech, UK).  

Marcaje de células con calceína-AM.  
Las células provenientes de la línea celular THP-1 o aisladas de sangre 

periférica humana se concentraron por centrifugación a 1200 rpm durante 5 minutos y 

se resuspendieron en HBSS (Gibco, USA). Luego, la resuspensión de células fue 

incubada con calceína-AM (0.5 µM), a 37°C durante 15 minutos, para su marcaje. 

Posteriormente, esta suspensión de células se lavó dos o tres veces por centrifugación 

a 1200 rpm durante 2 minutos. Las células marcadas y lavadas se resuspendieron 

nuevamente en HBSS y se conservaron en esta suspensión hasta su uso.  

Quimiotaxis con monocitos contra quimiocinas CC.  
Los análisis, de migración  de las células THP-1 se realizaron en una cámara 

Boyden modificada (48-pozos, Neuro Probe, USA), a través de una membrana de 

policarbonato (5 mm de diámetro, Neuro Probe, USA), en la cual, las células (500,000 

células/ml) marcadas con calceína-AM (0.5 µM; Molecular Probes, USA), y 

resuspendidas en HBSS sin calcio y sin magnesio (De Gendt et al.,1996), se 

adicionaron en la parte superior de la cámara e incubaron 90 minutos a 37° C, con las 

quimiocinas tratadas y sin tratar con la EhCP2, colocadas en la parte inferior de la 

cámara (García-Zepeda et al., 1996). Posteriormente, la membrana de policarbonato 

(5.0 µm), se retiró y lavó para despegar las células que no migraron. Los resultados se 

analizaron en el densitómetro-FX (BioRad, USA), mediante el programa Quantity One- 
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4.4.1 (BioRad, USA), y se mostraron en densidad de las células marcadas como 

unidades de fluorescencia por mm2.  

En los análisis de quimiotaxis de las células monocíticas hacia CCL13 y 

CCL2, tratadas y sin tratar con la EhCP2 se probaron las siguientes condiciones:  

1. La influencia de la concentración de EhCP2 en la proteólisis de CCL13 

que se analizó incubando CCL13 (100 ng/ml) con la EhCP2 a 0.5, 1.0, 2.5 y 5.0 µM en 

HBSS (Gibco, 1mM), durante 30 minutos a 37°C.  

2. La cinética de la proteólisis de CCL13 que se determinó incubando CCL13 

(100 ng/ml) con EhCP2 (2.5 µM) a tiempos de 15, 30, 60, 90 y 180 minutos en HBSS, 

cada una de estas reacciones se detuvo con el amortiguador HBSS-leupeptina (1 µM).  

3. El efecto proteolítico de la EhCP2 sobre CCL13 que se confirmó 

incubando CCL13 (100 ng/ml), con EhCP2 tratada con leupeptina (10 µM) y E-64 (20 

µM), como se mencionó previamente.  

4. La EhCP2 se pretrató con polimixina B (1 µM), un agente que neutraliza 

LPS, durante 30 minutos a 37° C, para confirmar que la enzima amibiana estuviera libre 

de endotoxinas (Tsuzuki et al., 2001), y luego se incubó con CCL13 (100 ng/ml) durante 

30 minutos a la misma temperatura. Un control de la enzima amibiana pretratada con 

polimixina B suspendida en PBS se incluyó como control negativo.  

5. En todos los ensayos se usó como control positivo CCL13 (100 ng/ml), sin 

tratar en HBSS. Los controles negativos fueron: los amortiguadores de activación (1mM 

de DTT-HBSS) e inactivación E-64 (1 µM)-HBSS o leupeptina (1µM)-HBSS, HBSS, y la 

EhCP2 (2.5 µM)-HBSS.  

6. El efecto de EhCP2 sobre CCL2, otro miembro de la familia de las 

quimiocinas CC, se analizó para quimiotaxis bajo las condiciones determinadas para 

CCL13, y estas fueron: 

6.1. El efecto proteolítico de la EhCP2 sobre CCL2 que se confirmó 

incubando CCL2 (100 ng/ml) con EhCP2 (2. 5 µM). 

6.2. La inhibición de  la EhCP2 (2. 5 µM) con leupeptina (10 µM) y E-64 (20 

µM) y su efecto sobre las funciones quimiotácticas de la CCL2 (100 ng/ml) durante 30 

minutos a 37°C, como se mencionó previamente, 
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Inhibición de las proteínas G acopladas a receptores CC por la toxina pertusiss.  
Las células THP-1 cosechadas por centrifugación (1000 rpm), y 

resuspendidas en HBSS (sin calcio y magnesio), se incubaron con la toxina pertusiss 

(200 ng/ml), durante 2 horas a 37°C en presencia de CO2 (5%). Las células tratadas se 

usaron para quimiotaxis como se describió anteriormente. Los resultados se 

compararon con los obtenidos con células THP-1, sin tratar con la toxina pertusiss. 

Quimiotaxis con neutrófilos de sangre periférica humana contra CXCL8.  

Un volumen de 50 µl de la suspensión de neutrófilos purificados de sangre 

periférica humana (250.000 células/ml), y marcadas con calceína-AM (0.5 µm), se 

adicionaron en la parte superior de una cámara Boyden modificada (46 pozos, Neuro 

Probe, USA), separadas por una membrana de policarbonato (8 µm de diámetro, Neuro 

Probe, USA), de los estímulos, se incubaron con  30 µL de las quimiocinas tratadas, y 

sin tratar con la EhCP2 durante 45 minutos y colocadas en la parte inferior de la 

cámara. Los resultados en unidades de fluorescencia por mm2 se analizaron como se 

especificó anteriormente.  

Para probar el efecto de la EhCP2 sobre la actividad biológica de la CXCL8, 

la EhCP2 (2.5 µM) previamente activada se incubó con la CXCL8 1-77, (100 ng/ml) 

durante 30 minutos a 37° C, y luego se probó en quimiotaxis con neutrófilos, como se 

mencionó anteriormente. Como control, se probó la CXCL8 cortada de 72 aminoácidos, 

para analizar el efecto de la enzima amibiana sobre la CXCL8 sin los primeros 8 

aminoácidos del extremo aminoterminal; para esto la CXCL8 (100 ng/ml) se incubó con 

la EhCP2 (2.5 µM), bajo las condiciones mencionadas.  

El efecto directo de la proteasa amibiana se determinó con el uso de los 

inhibidores de proteasas de cisteína, E-64 (20 µM) y leupeptina (10 µM). En todos los 

ensayos los controles incluidos fueron: amortiguadores de activación (1mM de DTT-

HBSS) e inactivación (E-64 (1 mM) o leupeptina (1mM)-HBSS), HBSS y la EhCP2 (2.5 

µM)-HBSS, como controles negativos, y la CXCL8 (100 ng/m)-HBSS, como control 

positivo.  
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Análisis teórico de la secuencia de los péptidos generados de la proteólisis de las 
quimiocinas.  

La secuencia, el peso molecular y el número de péptidos generados por la 

proteólisis de las quimiocinas fueron analizadas teóricamente usando los programas 

ExPASY-PeptideCutter y PROLYSIS, tomando en cuenta las condiciones reductoras de 

las proteínas para geles de poliacrilamida.  

Análisis estadístico de los datos.  

Los resultados se indicaron en media ± error estándar. Para comparar el 

efecto de la proteasa amibiana sobre la actividad de las quimiocinas probadas a través 

del tiempo y a diferentes concentraciones de la enzima, los datos fueron tratados con la 

prueba ANOVA de una vía, tomando una p< 0.05 como diferencia significativa. En la 

alteración de la actividad de las quimiocinas por la proteasa amibiana bajo condiciones 

de activación o inactivación de esta, los datos fueron procesados con la prueba t para 

dos poblaciones, comparando los resultados de ambos tratamientos, y tomando una p< 

0.05 como diferencia significativa. En el efecto de la proteasa amibiana sobre las 

quimiocinas, los datos fueron también analizados por prueba t para dos poblaciones, 

tomando como control positivo la quimiotaxis de las células a la quimiocina intacta. 

Finalmente, los resultados provenientes de los experimentos con la toxina pertusiss 

fueron analizados por ANOVA de una vía, comparando las células sin tratar con la 

toxina con las que tenían el tratamiento y tomando una p< 0.05 como significativa.  
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Resultados.  
Propiedades de activación e inhibición de EhCP2.  

El peso molecular de la EhCP2 fue de 36.91 kDa, como lo muestra el gel 

PAGE-SDS (8%), figura 4A. La EhCP2, presentó actividad enzimática como lo reveló la 

degradación de la gelatina en geles PAGE; la figura 4B, muestra la zona de 

degradación de la matriz de gelatina como una banda clara que coincide con el peso 

molecular de la EhCP2 (36. 91 kDa). La actividad enzimática de la EhCP2, usando el Z-

Phe-Arg-AMC, sustrato específico para proteasas de cisteína, fue del 100%, 

degradando 0.02 µmol/min del sustrato. La inhibición de la actividad enzimática de la 

EhCP2 también fue demostrada usando Z-Phe-Arg-AMC, y fue observada con el uso de 

E-64 y leupeptina, inhibidores de proteasas de cisteína. Ambos inhibidores actuaron 

sobre la EhCP2 inhibiendo su actividad enzimática hasta un 70% (Tabla 3). La cinética 

de degradación del Z-Phe-Arg-AMC tratado con EhCP2 mostró que la enzima amibiana 

puede realizar proteólisis de la mayor cantidad de sustrato a los 30 minutos, tiempo en 

el cual la enzima presentó su mayor porcentaje de actividad enzimática (Figura 4C).  

 
Tabla 3: Propiedades de activación e inhibición de la EhCP2.  

 
 

 
EhCP2 sin 
inhibidores 

 
E-64 

 
Leupeptina 

Actividad total 100   
 

Actividad residual 
  

30% 
 

   10% 
EhCP2 (2. 5µM) fueron incubados con el péptido Z-Phe-Arg-AMC (3 µM) durante 30 minutos a 37 °C, y la actividad 
de la enzima fue medida por espectrofotometría como se indicó en materiales y métodos. Para la inhibición de la 
actividad enzimática de la EhCP2, la enzima fue preincubada con E-64 (20 mM), y leupeptina (10 mM), bajo las 
condiciones mencionadas anteriormente.  
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Figura 4. Actividad proteolítica de la EhCP2 analizada por zimografía y por 
espectrofluorometría. 
A. EhCP2 analizada en geles PAGE-SDS (12%) con azul de Coomassie. Carril 1. Marcadores 
de peso molecular. Carril 2. EhCP2 (2.5 µM), la flecha indica el peso molecular de la proteasa. 
B. Zimograma de actividad de la EhCP2 en geles PAGE (8%), copolimerizados con gelatina 
(0.1%), zonas claras indicando la proteólisis. C. Porcentaje de actividad de la EhCP2 (2.5 µM), 
usando el péptido Z-Phe-Arg-AMC (3 µM), determinada por espectrofotometría. Datos 
presentados en porcentaje de actividad enzimática, tomando en cuenta la actividad máxima a 
los 30 minutos, representan media ± error estándar (n= 3).  
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EhCP2 actúa sobre CCL13 produciendo dos péptidos no funcionales.  
La EhCP2 (36.91 kDa), fragmentó a CCL13 en dos bandas, una de 3.9 kDa y 

la otra de 2.6 kDa, aproximadamente (Figura 5a), y la proteólisis de CCL13 ocurre a 

partir de los 30 minutos; indicando que esta enzima amibiana truncó la quimiocina en 

dos péptidos; aunque teóricamente la enzima amibiana podría realizar otros cortes 

sobre la molécula (Tabla 4), generando hasta cinco péptidos. Este patrón también se 

observó a los 180 minutos de incubación de la EhCP2 con la quimiocina (Figura 5a). La 

proteólisis de la CCL13 por la EhCP2 se confirmó por inmunodetección con el 

anticuerpo CCL13, y con el usó de inhibidores específicos de proteasas, con los cuáles 

no se produce la proteólisis de CCL13 (Figura 5b).  

 

Tabla 4. Predicción de los péptidos que podrían generarse de la proteólisis de 
CCL13 por EhCP2 

Secuencia de CCL13 
1                         10                          17                    27                  36                   46                                               69                75

QPDALNVPSTCCFTFSSKKISLQRLKSYVITTSRCPQKAVIFRTKLGKEICADPKEKWVQNYMKHLGRKAHTLKT
 

Número de 
fragmentos 

Número de 
residuo 

Peso 
molecular (Da) Secuencias 

a

 
5 

 
69-75 

 
798.48 

 
KAHTLKT 

 
3 

 
28-36 

 
1062.33 

 
dCPQKAVIFR  

 
2 

 
18-27 

 
1167.67 

 
LKSYVITTSR c  

 
4 

 
46-69 

 
2972.56 

 
TKLGKEICADPKEKWVQNYMKHLGR 

 
1 

 
1-17 

 
5059.12 

 
QPDALNVPSTCCFTFSSKKISLQR 
 

a Los péptidos generados durante la digestión de la CCL13 por la EhCP2 fueron caracterizados teóricamente 
mediante el programa de predicción de proteólisis enzimática (Cutter-1998-1999 Koen Van Der Straeten, 
Hervé Choplin and Thierry Moreau) en las condiciones de cisteína sin tiol con proteínas tratadas con 
reactivos para la electroforesis en geles de poliacrilamida. Se calcularon los pesos moleculares, el sitio de 
corte de la enzima y los fragmentos generados de los péptidos que posiblemente se generaron durante la 
proteólisis. b EhCP2 actúa preferentemente sobre residuos de arginina en la posición 2 (P2) del sustrato 
mediante el sitio 2 (S2) del bolsillo en el sitio activo (Que et al., 2002). P2P1, sitios de proteólisis en el 
sustrato. c Posibles sitios de proteólisis en el sustrato. d Residuos de cisteína conservados.  
 

EhCP2 también actúa sobre CCL2 generando dos péptidos no funcionales.  
La proteólisis de la quimiocina CCL2, miembro de la familia CC de las 

quimiocinas, se demostró también cuando la quimiocina se trató con la enzima 
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amibiana, como se observa en la figura 5C. Al igual que la CCL13, EhCP2 (36.91 kDa) 

truncó CCL2 en dos péptidos, uno de 4.0 kDa y otro de 4.2 kDa, aunque también es 

posible que otros péptidos más pequeños (>1 kDa) podrían ser generados (Tabla 5). 

Estos resultados fueron confirmados cuando la EhCP2 se trató con los inhibidores de 

proteasas, con los cuáles no se observó proteólisis de la quimiocina (Figura 5C).  

 

Tabla 5. Predicción de los péptidos que podrían generarse de la proteólisis de 
CCL2 por EhCP2 

 
Secuencia de CCL2 

1                        10              21            27           34                   44                         54                          64                        75
QPDAINAPVTCCYNFTNRKISVQRLASYRRITSSKCKEAVIFKTIVAKEICADPKQKWVQDSMDHLDKQTQTPKT
 
Número de fragmentos Número de residuo Peso 

molecular (Da) 
Secuencias a

 
4 

 
33-33 

 
175.21 

 
R 

 
3 

 
28-32 

 
609.70 

 
LASYR c

 
2 

 
22-27 

 
730.46 

 
KISVQR d 

 
 

1 
 

1-21 
 

4365.26 
 
QPDAINAPVTCCYNFTNR 
 

a Los péptidos generados durante la digestión de la CCL2 por la EhCP2 fueron caracterizados 
teóricamente mediante el programa de predicción de proteólisis enzimática (Cutter-1998-1999 
Koen Van Der Straeten, Hervé Choplin and Thierry Moreau), en las condiciones de cisteína sin tiol 
con proteínas tratadas con reactivos para la electroforesis en geles de poliacrilamida. Se 
calcularon los pesos moleculares, el sitio de corte de la enzima y los fragmentos generados de los 
péptidos que posiblemente se generaron durante la proteólisis. b EhCP2 actúa preferentemente 
sobre residuos de arginina en la posición 2 (P2), del sustrato mediante el sitio 2 (S2), del bolsillo 
en el sitio activo (Que et al., 2002). c Posibles sitios de proteólisis en el sustrato. d Residuos de 
cisteína conservados.  
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EhCP2 actúa sobre CXCL8, miembro de la subfamilia CXC, provocando un ligero 
corte en el extremo aminoterminal de esta molécula.  

La enzima amibiana también proteolizó CXCL8, posiblemente en los cuatro 

primeros aminoácidos del extremo aminoterminal de la quimiocina; como lo confirmó el 

hecho de que hay un ligero cambio en el patrón de corrida en el gel de poliacrilamida 

con respecto al patrón observado cuando se inhibió la proteasa con E-64 (Figura 5D). 

Esta banda observada en el gel tuvo un peso molecular de 8 kDa, aproximadamente, lo 

cual indica que CXCL8 (9 kDa), pierde una región de 1.5 kDa, aproximadamente. La 

tabla 6, ilustra el corte en los primeros 4 primeros aminoácidos del extremo NH2-

terminal que teóricamente puede estar realizando la EhCP2 (36.91 kDa), en CXCL8. En 

esta tabla 6, se muestra también que la EhCP2 puede ejecutar cortes en otras 

secuencias de la CXCL8, y en una inmunodetección se mostraron dos péptidos (datos 

no mostrados), aunque es posible que péptidos muy pequeños sean generados 

también de la proteólisis de CXCL8 (Tabla 6).  

 

Tabla 6. Predicción de los péptidos que podrían generarse de la proteólisis de 
CXCL8 1-77 por EhCP2 

Secuencia de CXCL8 1-77 

1           4                   10                20                                 30                             41                    51                               64                                       72                                              77 
AVLPRSAKELRCQCIKTYSKPFHPKFIKELRVIESGPHCANTEIIVKLSDGRELCLDPKENWVQRVVEKFLKRAENS 

Número de fragmentos Número de residuo Peso 
molecular (Da) 

Secuencias a

 
1 

 
1-4 

 
483.6 

 
AVLPR 

 
2 

 
5-10 

 
702.8 

 
SAKERL c

 
6 

 
72-77 

 
1004.2 VVEKFVKR 

 
5 

 
64-71 

 
1612.8 

 
 ELCLDPKENWVQR 

 
3 

 
30- 51 

 
2239.56 

 
VIESGPHCANTEIIVKLSDGR d 

 
4 51-63 2467.9 CQCIKTYSKPFHFIKELR 

 
a Los péptidos generados durante la digestión de la CXCL8 1-77 por la EhCP2 fueron caracterizados 
teóricamente mediante el programa de predicción de proteólisis enzimática (Expasy-PeptideCutter), en las condiciones de 
cisteína sin tiol con proteínas tratadas con reactivos para la electroforesis en geles de poliacrilamida. Se calcularon los 
pesos moleculares, el sitio de corte de la enzima y los fragmentos generados de los péptidos que posiblemente se 
generaron durante la proteólisis. b EhCP2 actúa preferentemente sobre residuos de arginina en la posición 2 (P2), del 
sustrato mediante el sitio 2 (S2), del bolsillo en el sitio activo (Que et al., 2002). c Posibles sitios de proteólisis en el 
sustrato. d Residuos de cisteína conservados.  
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igura 5. Proteólisis de miembros de las quimiocinas-CC y CXC por EhCP2.  
 partir de 15 

 blot de CCL13 (100 ng/ml), tratada con EhCP2 (2.5 µM), sin inhibir e inhibida con E-

M), separados 

e CXCL8 1- 77 (200 ng/ml), por la EhCP2 (2.5 µM), 

 
 
 
 
F
A. Cinética de la proteólisis de CCL13 (100 ng/ml), por la EhCP2 (2.5 µM), a
minutos.  
B. Western
64 (20 µM) y leupeptina (10 µM), usando un anticuerpo policlonal contra CCL13. 
C. Péptidos producto de la proteólisis de CCL2 (200 ng/ml), por la EhCP2 (2.5 µ
por electroforesis y detectados con plata.  
D. Péptidos generados de la proteólisis d
separados por electroforesis y tratados con plata. 
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EhCP2 inhibe la migración de células monocíticas humanas por efecto sobre 
CCL13.  

La digestión de la CCL13 en dos péptidos por efecto directo de la EhCP2 se 

observó en geles de poliacrilamida, nosotros en ensayos de quimiotaxis probamos que 

esta proteólisis generó la desactivación de la quimiocina, lo cual se tradujo en la 

inhibición de la migración de las células monocíticas como se observa en la figura 6 B. 

Esta actividad quimiotáctica de la CCL13 fue previamente confirmada en un gradiente 

de diferentes concentraciones de la quimiocina; la respuesta de las células monocíticas 

THP-1 fue más alta a 100 ng/ml como lo muestra en la figura 6 A. Nuestros datos 

muestran que CCL13 tratada con la proteasa de cisteína inducía menor migración de 

las células monocíticas THP-1, que la quimiocina sin tratar con la enzima amibiana, y 

esta relación fue estadísticamente significativa (p<0.05), (Figura 6 B). Como se muestra 

en la figura 6 B, y en figuras que se muestran posteriormente, la inhibición de la 

proteasa amibiana con E-64 u otro inhibidor de proteasas de cisteína provoca la 

recuperación de la migración de las células monocíticas a niveles del control positivo 

(CCL13 sin tratamiento).  

Adicionalmente en estos ensayos se descartó la posibilidad de que la EhCP2 

estuviese asociada con enterotoxinas provenientes del cultivo de amibas pretratando la 

EhCP2 con polimixina B, un agente neutralizante de lipopolisacaridos, y luego la 

evaluamos bajo las mismas condiciones. Los resultados mostraron que el efecto 

inhibitorio de la migración se debe al tratamiento de CCL13 con la EhCP2 y no a la 

presencia de endotoxinas bacterianas o de otros agentes asociados a la amiba; ya que 

no encontramos diferencia alguna en cuanto al efecto inhibitorio observado cuando 

CCL13 fue tratada con la EhCP2, aún con la preinbación con polimixina B, esto 

indirectamente nos indica que la muestra no estaba asociada a LPS (Figura 6 B). La 

reducción de la migración de las células monocíticas por efecto de la EhCP2 sobre la 

CCL13 fue estadísticamente significativa (p<005), cuando se compara con la 

quimiotaxis de las células monocíticas hacia CCL13 sin tratar con la enzima amibiana. 
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Figura 6. Inhibición de la función quimiotáctica de la CCL13 por efecto de la 
EhCP2.  

A. Curva de quimiotaxis de las células monocíticas THP-1 marcadas con calceína-AM (0.5 µM), a diferentes 
concentraciones de CCL13. Los datos expresados en cuentas/mm2 fueron representados en la media ± desviación 
estándar (n= 3). 

B. Inhibición de la quimiotaxis de las células monocíticas THP-1 en la CCL13 (100 ng/ml), tratada con EhCP2 (2.5 µM). 
Recuperación de la migración de las células monocíticas al inhibir la actividad enzimática de la EhCP2 con leupeptina (L, 
10 µM). Efecto directo de la EhCP2 sobre la modificación de la actividad quimiotáctica de CCL13 al preincubar la 
proteasa amibiana con polimixina B (Lp, 10 µM). Controles, blanco: HBSS y EhCP2 en HBSS. Los resultados fueron 
expresados en media ± error estándar. * Diferencias significativas entre CCL13 sin tratar y tratada con EhCP2 (p < 0.0 5, 
n=3). ** Diferencias significativas entre CCL13 sin tratar y tratada con EhCP2 previamente incubada con polimixina B (p< 
0.0 5). 

 
El efecto de la EhCP2 sobre la actividad biológica de la CCL13 fue 

corroborado con el uso de inhibidores de proteasas de cisteína (Figuras 7 A y B). 

Leupeptina, un inhibidor de proteasas de cisteína, ratificó que el efecto observado de 

inhibición sobre la actividad quimiotáctica de esta quimiocina fue debido a la proteólisis 

de la CCL13 por la EhCP2; al mostrar que la migración de las células monocíticas THP-
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1 se recuperó también al tratar la enzima amibiana con leupeptina y E-64 (Figuras 7 A y 

B), casi a nivel del control positivo (CCL13 sin tratamiento). Los porcentajes de 

migración aclararon que la inhibición alcanzada fue del 82 % para E-64 y del 100 % 

para la leupeptina, respectivamente, lo cual indica que la EhCP2 actúa sobre CCL13 

directamente y reduce su actividad quimiotáctica (Tabla 7). Las diferencias entre la 

inhibición de la migración de las células monocíticas por efecto de la EhCP2 y la 

restauración de la migración con la EhCP2 inhibida fueron estadísticamente 

significativas (p<0.05). Adicionalmente, los controles negativos no mostraron variación 

importante de la actividad de la CCL13 con el uso de los inhibidores, por lo que se 

confirmó que el efecto observado fue inducido por la actividad de la EhCP2 sobre la 

CCL13 (datos no mostrados).  

 

Tabla 7. Porcentaje de migración de las células monocíticas al tratar CCL13 con 
EhCP2. Efecto de los inhibidores de proteasas de cisteína.  

  E-64 Leupeptina 

CCL13 100 - - 
CCL13 + EhCP2 - Inhb  28 41.69 
CCL13 + EhCP2 + Inhb  82 100 

Porcentajes de migración calculados a partir de los datos de 1 de 10 experimentos, realizados para cada 
inhibidor. El porcentaje de migración se calculó tomando la migración de las células monocíticas hacia 
CCL13 intacta (100 ng/ml) como el 100% de actividad migratoria, y luego se tomaron los valores 
provenientes del tratamiento de la CCL13 con la EhCP2 (2.5 µM), y los datos de la actividad 
quimiotáctica con la enzima amibiana inhibida con E-64 (20 mM) y leupeptina (10 mM), para el calculó de 
los porcentajes de migración bajos las diferentes condiciones.  
 

 
 
 
 
 

 60



 

 

A B

BLanco
EHCP2

CCL13

CCL13+EHCP2

CCL13+EHCP2+E64

U
ni

da
de

s 
de

 F
lu

or
es

ce
nc

ia
(c

ue
nt

as
/ m

m
 2  x

 1
0 

5 )
 

E-64 (20 µM) *

**

*

1.6

1.2

8

4

0

 

Blanco
EHCP2

CCL13

CCL13+EHCP2

CCL13+EHCP2+L

Leupeptina (10 µM)
*4

3

2

1

0

*

**

 

Figura 7. Inhibición de la actividad 
enzimática de EhCP2 por E-64 y leupeptina y su efecto sobre la actividad 
quimiotáctica de CCL13.  
Quimiotaxis de las células monocíticas THP-1 a CCL13 (100 ng/ml), tratada y sin tratar con la 
EhCP2 (2.5 µM). Inhibición de la actividad enzimática de la EhCP2 con leupeptina (10 µM) (A), 
y E-64 (20 µM) (B). Controles: Blanco: HBSS y EhCP2 en HBSS. * Diferencias significativas 
entre la migración de células monocíticas con CCL13 tratada y sin tratar con EhCP2 (p<0.0 5, 
n= 9). ** Diferencias significativas entre la migración de células monocíticas tratadas con 
EhCP2 con y sin los inhibidores (p<0.0 5, n= 9).  
 
EhCP2 inhibe la migración de células monocíticas de una manera dependiente de 
la concentración. 

El efecto de la EhCP2 sobre la migración de las células monocíticas THP-1 

mediada por CCL13 depende de la concentración de esta enzima; a concentraciones 
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más altas de 0.5 µM de la EhCP2 hubo mayor inhibición de la migración de las células 

monocíticas (Figura 8). Así, la inhibición de la migración de las células monocíticas 

depende de la concentración de la EhCP2, y la disminución del reclutamiento de las 

células monocíticas cuando las concentraciones de la EhCP2 estuvieron entre 2.5 µM a 

5 µM, aunque una concentración de la EhCP2 de 1 µM ya provoca un buen efecto 

inhibidor de la actividad quimiotáctica de la CCL13 Al comparar la migración de las 

células monocíticas inducida por la CCL13 sin tratar con la enzima amibiana, y la 

migración de las células monocíticas a las diferentes concentraciones de EhCP2 se 

encontró que estas diferencias eran estadísticamente significativas (p < 0.05).  
 

Figura 8. 
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Cinética de inhibición de la migración de células monocíticas por EhCP2 
CL13 fue 

dependien

 
Figura 9. Cinética 
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Como se observa en la figura 9, el efecto de la EhCP2 sobre la C

te del tiempo. La migración de las células monocíticas fue inhibida a partir de 

los 15 minutos, y fue mayor a los 180 minutos. En los primeros 15 minutos de 

proteólisis de la CCL13 por la EhCP2, no hubo inhibición significativa de migración de 

las células monocíticas como a los 180 minutos, tiempo en el cual la migración de las 

células monocíticas se redujo el doble que a los 15 minutos, denotando mayor 

inhibición a tiempos de incubación largos. Estas diferencias fueron estadísticamente 

significativas cuando se compararon con CCL13 sin tratar con la enzima amibiana 

(p<0.05).  
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El reclutamiento de las células monocíticas THP-1 depende de receptores 

tra que al tratar las células monocíticas THP-1 con la toxina 

pertusiss, 

acoplados a proteínas G.  
La figura 10 mues

un inhibidor proteínas G heterotrimericas, estas no respondieron al gradiente 

de CCL13, lo cual fue ocasionado por la inhibición de las proteínas G acopladas a los 

receptores CC. Por el contrario, las células monocíticas sin tratamiento con la toxina 

pertusiss presentaron un patrón de respuesta ante la quimiocina (Figura 10 A), 

comportamiento que se debe a que los receptores CC acoplados a proteínas G, a los 

cuales se une esta quimiocina, están funcionales. Cuando se probaron las condiciones 

usuales de los experimentos para probar actividad quimiotáctica, nosotros encontramos 

que en las células tratadas con la toxina pertusiss no se observó respuesta ante 

ninguna de las condiciones probadas (Figura 10 B). Por el contrario, se observó que 

células monocíticas THP-1sin tratar con la toxina pertusiss ocurrió el fenómeno de 

inhibición de la activad quimiotáctica de CCL13 preincubada con EhCP2; además la 

respuesta de estás células ante CCL13 sin tratar con la enzima amibiana también fue 

observada (Figura 10 B). Al comparar la respuesta de las células monocíticas ante 

CCL13 cuando se tratan con la toxina y sin el tratamiento se encontró que habían 

diferencias estadísticamente significativas (p<0.05).  
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Figura 10. Reducción de la migración de 

ertusiss sobre receptores CC.  

élulas con toxina pertusiss (200 ng/ml). Respuesta a CCL13 

 
EhCP2 ac

bién está dada 

Blank 10 100 1000

3.0

2.4

1.8

0.1

0.6

0

U
ni

da
de

s 
de

 F
lu

or
es

ce
nc

ia
(c

ue
nt

as
/ m

m
 2  x

 1
0 

6 )

ng/ml

 stoxin
 Ctoxin

Blanco
EHCP2

CCL13

CCL13+ EHCP2

1.6

1.2

0.8

0.4

0

*

*

 

 STOXINA
 CTOXINA

A B 

las células monocíticas por efecto de la toxina 
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A. Curva de quimiotaxis de las células monocíticas THP-1 tratadas y sin tratar con 
toxina contra CCL13. 

B. Abatimiento de la migración de las células monocíticas THP-1 provocado por la 
preincubación de las c
(100 ng/ml), de las células monocíticas THP-1 sin tratar con la toxina pertusiss 
(control positivo), e inhibición de la migración producto del tratamiento con EhCP2 
(2.5 µM). Controles: Blanco, solución HBSS y la EhCP2 en HBSS. Los resultados se 
expresaron en media ± error estándar. *Diferencias significativas entre la migración 
de las células tratadas y sin tratar con la toxina pertussis (p <0.05, n=6).  

túa también sobre otros miembros de la subfamilia CC.  
............... La inhibición de la migración de las células monocíticas tam

por la inactivación de otras quimiocinas de la familia CC (Figura 11). Se probó la CCL2, 

una de las quimiocinas de esta familia implicadas en procesos inflamatorios en varias 
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infecciones parasitarias. Las células monocíticas respondieron a un gradiente de la 

CCL2, como se observa en la figura 11 A. La EhCP2 también afectó las funciones de la 

CCL2; la migración disminuyó con CCL2 tratada con la enzima amibiana en 

comparación con la migración de las células monocíticas que responden a la CCL2 sin 

tratar con la EhCP2 (Figura 11 B), y estas diferencias fueron estadísticamente 

significativas (p<0.05). La migración de las células monocíticas se restauró cuando la 

EhCP2 es inhibida con E-64. Esto estableció que el EhCP2 inhibe la función de CCL13 

y CCL2, integrantes de la familia de las quimiocinas CC ambas encargadas del 

reclutamiento de células monocíticas al foco inflamatorio o infeccioso.  

 
 

Figura 11. EhCP2 inhibe la migración de 
monocitos mediada CCL2 

A. Respuesta quimiotáctica de las
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células monocíticas THP-1 a 
diferentes concentraciones de CCL2.  
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B. s monocíticas THP-1 mediada por la CCL2 (100 

 

hCP2 induce la migración de neutrófilos humanos al actuar sobre CXCL8 
orte de 

neutrófilos

1-77

1-77

1-77

Inhibición de la migración de las célula
ng/ml), preincubada con EhCP2 (2.5 µM). Los resultados se expresaron en media ± 
error estándar. Controles: Blanco: HBSS y EhCP2 en HBSS*Diferencias significativas 
entre la migración inducida por CCL2 sin tratar y tratada con EhCP2 (p < 0.0 5, n=9). 

E
La inducción de CXCL8 por las células epiteliales intestinales, y el ap

 al foco inflamatorio durante la infección por E. histolytica, es importante en la 

patogénesis de la amibiasis; por lo que se probó si la CXCL8 también era proteolizada 

por la EhCP2, y como era afectado el reclutamiento de los neutrófilos (Figura 12). Los 

neutrófilos aislados de sangre periférica humana respondieron al gradiente de CXCL8, 

como se muestra en la figura 12, para un gradiente con la CXCL8 de 77 aminoácidos. 
Los resultados muestran que contrariamente a lo que se había encontrado con las 

quimiocinas de la familia CC, la proteólisis de la CXCL8 , por la EhCP2 indujo 

fuertemente la migración de los neutrófilos, cuando se uso la CXCL8 , incluso más 

alto que la CXCL8  sin tratar con la EhCP2. Al comparar con la migración de los 

neutrófilos inducida por CXCL8 sin tratar con la EhCP2 se encontró que las diferencias 

fueron estadísticamente significativas (p<0.05). El uso de inhibidores para bloquear la 

actividad de la EhCP2 mostró una migración de neutrófilos parecida a la observada 

cuando se probó la CXCL8 sin tratar con la enzima amibiana (Figura 12 B). Los 

resultados fueron diferentes cuando la CXCL8 tenía sólo 72 aminoácidos debido a que 

la proteasa amibiana produjo la inhibición de la migración de los neutrófilos, como 

efecto de la incubación de la EhCP2 con la CXCL8 1-72, lo cual se observa en la figura 

13. Al comparar la respuesta de migración de los neutrófilos ante la CXCL8 tratada con 

la EhCP2 y la respuesta ante la CXCL8 sin tratar se encontró que las diferencias fueron 

estadísticamente significativas (p<0.05).  
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Figura 12. EhCP2 induce la migración de 
neutrófilos mediada por CXCL8 1-77 (IL-8).  A 

A. Respuesta quimiotáctica de los 
granulocitos aislados de sangre 
periférica humana a diferentes 
concentraciones de CXCL8 1-77. 

B. Potenciación de la migración de los 
granulocitos humanos mediada por 
la CXCL8 1-77 (100 ng/ml), tratada con 
la EhCP2 (2.5 µM), e inhibición de la 
actividad enzimática de EhCP2 con 
leupeptina (10 µM). Controles: 
Blanco: HBSS y EhCP2 en HBSS. 
*Diferencias significativas entre la 
migración inducida por CXCL8 sin 
tratar y tratada con EhCP2 (p≤ 0.05, 
n= 9).  
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C. Inhibición de la actividad 
quimiotáctica de CXCL8 1-72 por 
EhCP2.  
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Discusión 
En este estudio nosotros demostramos que la EhCP2 altera las actividades 

quimiotrayentes de las quimiocinas CCL2, CCL11 y CCL13, miembros de la subfamilia 

de las quimiocinas CC, y de CXCL8, un miembro muy representativo de las quimiocinas 

CXC.  

Hallazgos de más de una década muestran que las quimiocinas pueden ser 

atacadas por diversas proteínas derivadas de patógenos que alteran su funcionamiento, 

y con ello la respuesta inflamatoria. Las proteínas derivadas de patógenos ejercen un 

amplio espectro de efectos contra el sistema inmunitario, así el grueso de estas 

proteínas han sido identificadas en virus e incluyen proteínas que mimetizan 

quimiocinas y sus receptores. Las bacterias y parásitos protozoarios o helmintos 

secretan enzimas capaces de modificar la estructura de las quimiocinas, y con ello sus 

funciones quimioatrayentes, y es posible que puedan también rasurar receptores de 

quimiocinas. Nosotros encontramos que la proteasa de cisteína-2 de E. histolytica 

inhibe el reclutamiento de monocitos cuando actúa sobre las quimiocinas CCL2 y 

CCL13. Pero que puede también aumentar la migración de los granulocitos al actuar 

sobre CXCL8.  

Nuestros resultados demuestran que la EhCP2 hace proteólisis CCL13 y 

CCL2, quimiocinas de la familia CC, en dos péptidos que provocan un efecto inhibitorio 

o antagonista sobre células monocíticas, aunque el análisis teórico de la proteólisis de 

la molécula muestra que podrían generarse al menos cinco péptidos. La proteólisis de 

CCL13, en al menos dos péptidos: uno de 3.9 kDa, 2.6 kDa aproximadamente, se 

traduce en la inhibición de la migración de los monocitos, una de las principales 

funciones de las quimiocinas de la familia CC. En este trabajo se analizó también el 

efecto de la EhCP2 sobre CXCL81-77, quimiocina de la familia CXC, y se encontró que la 

proteasa de cisteína amibiana trunca la molécula potenciando su actividad quimiotáctica 

sobre los neutrófilos humanos.  

La inhibición de la migración de los eosinófilos, regulada por CCL11, también 

fue propiciada por la proteólisis de CCL11 por metaloproteasas secretadas por Necator 

americanus, como lo hace la proteasa de cisteína-2 de E. histolytica con las 

quimiocinas CC, CCL2 y CCL13 (Culley et al., 2000). Culley et al., (2000), propusieron 
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entonces la idea de que proteínasas provenientes de parásitos helmintos pueden 

provocar el manejo de la respuesta inflamatoria al inhibir el reclutamiento de eosinófilos 

que son importantes en la destrucción de estos parásitos (Chic y Acensué, 2002; Coger 

et al., 2000).  

El efecto inhibitorio de la proteasa de cisteína-2 de E. histolytica sobre la 

migración de los monocitos puede representar una estrategia que le permite a E. 

histolytica alterar el reclutamiento  de monocitos, lo cual podría estar asociado con la 

regulación de la respuesta inflamatoria del hospedero. Hellberg et al (2001), encontró 

que el 30% de la actividad enzimática de los trofozoítos de E. histolytica se debe a la 

EhCP2, y está asociada con la destrucción de monocapas y la fagocitosis de eritrocitos. 

Este dato fortalece nuestra interpretación de que EhCP2 puede estar interviniendo en la 

alteración de la inflamación. Que et al (2002), demostraron la localización de EhCP2 en 

las membranas del trofozoíto y en membranas de los compartimentos endosomales 

cuando hay contacto con eritrocitos, y durante la fagocitosis de los mismos. Esta 

proteasa amibiana puede ser liberada extracelularmente lo cual apoya también la idea 

de que la EhCP2 pueda estar asociada a la invasión del hospedero. Sin embargo, 

Olivos-García et al. (2004), proponen que la liberación de la EhCP2 extracelularmente 

es muy baja, en el modelo de abscesos hepáticos en hamters, aunque la encontraron 

asociada con respuesta inflamatoria más que con daño al hígado.  

Asimismo, estudios realizados con otras proteasas de cisteína de Entamoeba 

histolytica demostraron que estas enzimas son capaces de modular la respuesta 

inmunitaria humoral y proinflamatoria (Que et al., 2003; Zhang et al., 2000). Que et al. 

(2003), encontraron que EhCP5 inactiva las funciones de la IL-18 (una citocina pro-

inflamatoria), al actuar sobre la molécula inmadura (pro-IL18), haciendo proteólisis de la 

IL-18 inmadura y convirtiéndola en una IL-18 madura, lo cual origina la inhibición de la 

síntesis de INF-γ por las células T y asesinas naturales (NK), principales blancos de los 

efectos de esta citocina y con ello, E. histolytica modula la respuesta proinflamatoria y la 

activación de los macrófagos, que son la principal línea de defensa contra los 

trofozoítos del parásito (Denis y Chadee, 1988).  

EhCP5 también altera la respuesta inflamatoria al ejercer su efecto sobre la 

pro-IL1-β, produciendo mayor cantidad de IL1-β-madura (una citocina pro-inflamatoria). 
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La IL1-β-madura está relacionada con la inducción de IL-8 (CXCL8), por las células 

epiteliales intestinales, y con el incremento en el reclutamiento de neutrófilos, que 

favorecen un estado inflamatorio adecuado para la invasión de los trofozoítos (Zhang et 

al., 2000; Seydel et al. 1997, Yu y Chadee, 1997, Eckman et al, 1995).  

Otras proteasas de cisteína derivadas de otros parásitos también alteran la 

respuesta inmunitaria modificando los niveles de TGF-β, como la catepsina-B de 

Leishmania mexicana que activa el pro-TGF-β, una citocina antinflamatoria, inhibiendo 

el funcionamiento de macrófagos, linfocitos T y otros leucocitos (Somanna et al., 2000; 

Gantt et al., 2003).  

La inhibición del reclutamiento de células monocíticas THP-1 que se observó 

al tratar CCL13 con EhCP2 se debieron a los efectos directos de la enzima amibiana 

sobre la quimiocina al generar dos péptidos no funcionales y no por la presencia de 

enterotoxinas que pudieran estar asociadas a la enzima. Así, la EhCP2 tratada con 

polimixina B, un conocido neutralizador de lipopolisacaridos (Tsuzuki et al. 2001), 

provoca el mismo efecto inhibidor, indicando indirectamente que la EhCP2 no está 

asociada a otras moléculas y que afecta directamente el funcionamiento de las 

quimiocinas.  

Los efectos de la EhCP2 sobre CCL13 quedaron confirmados con el uso de 

inhibidores específicos para proteasas de cisteína. Previamente, nosotros confirmamos 

que leupeptina y E-64 inhiben la actividad de la enzima y bloquean la acción de la 

EhCP2 sobre el sustrato Z-Arg-Phe-AMC, evitando la degradación del mismo. Con el 

uso de estos inhibidores se encontró que hay una restauración considerable de la 

migración de monocitos, aunque estos inhibidores no son totalmente efectivos para 

abatir completamente la actividad de la enzima, lo cual podría estar asociado con la 

baja concentración que usamos de estos inhibidores, especialmente de E-64 (20 µM). 

En el trabajo de Que et al. (2002), se mostró que E-64 bloqueó completamente la 

actividad enzimática de la EhCP2, usando una concentración de 100 µM de este 

inhibidor en suspensión, y empleando el sustrato Z-Arg-Phe-AMC; pero esta 

concentración resultó perjudicial para las células THP-1 en nuestros ensayos de 

quimiotaxis, lo cual ocasionó una gran pérdida de viabilidad en estas células, por lo que 

esta concentración no pudo ser probada con las células monocíticas THP-1. Por otro 
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lado, las concentraciones bajas de E-64 no alcanzan a actuar totalmente sobre el sitio 

activo de la EhCP2, y está mantiene cierta actividad enzimática. 

Es interesante señalar que el efecto inhibidor del reclutamiento de células 

monocíticas THP-1 propiciado por la proteólisis de CCL13 puede ser debido al efecto 

antagonista de los péptidos generados sobre el receptor CCR2, expresado por las 

células THP-1 (Phillips et al., 2005). Estudios realizados sobre células HEK-293 

transfectadas con CCR2 mostraron que CCL13 se une a CCR2, un receptor acoplado a 

proteínas G, para inducir efectos como la quimiotaxis de monocitos (García et al., 1996; 

Godiska et al., 1997). No obstante, está reportado también que la ruptura de CCL13 y 

otras quimiocinas de la familia CC origina proteínas truncadas que actúan como 

antagonistas de los receptores de quimiocinas, lo cual podría explica la inhibición de la 

quimiotaxis de las células monocíticas (Gong y Clark-Lewis, 1995; Reckless y Grainger, 

1999). Consecuentemente, nuestros resultados advierten que la inhibición de la 

migración por la EhCP2 se debe en parte a la interacción de los péptidos generados de 

la proteólisis de CCL13 con CCRs. Sin embargo, no hay que descartar que la proteólisis 

de CCL13 por EhCP2 produzca péptidos que no puedan unirse al receptor por la 

pérdida de secuencias de aminoácidos importantes en el reconocimiento, y unión al 

receptor CCR2, lo cual también ocasionaría un la reducción de la actividad 

quimiotáctica de está quimiocina.  

McQuibban et al. (2002) encontraron que varias metaloproteasas humanas, 

que cortan de 4 a 7 aminoácidos del extremo aminoterminal de las quimiocinas CCL2, 

CCL8 y CCL13, generan proteínas truncadas con efectos antagonistas de la actividad 

de estás quimiocinas. CCL13 truncada en los primeros 7 aminoácidos del extremo 

aminoterminal pierde el efecto quimiotáctico sobre los monocitos, lo cual es debido a 

que la quimiocina truncada puede unirse al receptor CCR2 y provocar, con ello, un 

efecto antagonista. Estos efectos se convirtieron en la reducción, in vivo, de la 

inflamación relacionada con el escaso reclutamiento de monocitos (McQuibban et al., 

2000).  

En nuestro caso, la proteasa de cisteína 2 de E. histolytica truncó CCL13 en 

dos péptidos no funcionales o antagonistas, y aunque no se analizó la unión de los 

péptidos de CCL13 generados por el corte de la EhCP2, basados en los datos teóricos 
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de la proteólisis de CCL13 por una enzima amibiana que reconoce residuos con 

arginina en el sustrato (Que et al., 2002), que prefiere la secuencia de dos residuos de 

arginina adyacentes o un residuo de arginina y un residuo de fenilalanina; nuestros 

resultados muestran que la CCL13 truncada en dos péptidos sin función quimiotáctica 

sobre las células monocíticas THP-1; es posible especular que el péptido con el 

extremo aminoterminal (17 aminoácidos, 3.9 kDa, aproximadamente), generado del 

corte de esta molécula en los aminoácidos arginina y fenilalanina, podría unirse al 

CCR2 y CCR1, receptores-CC expresados por las células monocíticas, ejerciendo un 

efecto antagonista sobre alguno de los mencionados receptores (Baggiolini y Moser., 

1997; Clark-Lewis et al., 1995). La unión de CCL13 con algún receptor CC, 

posiblemente CCR2 expresado po0r las células monocíticas THP-1, fue demostrada 

con la perdida de respuesta que tienen estás células al gradiente de CCL13 por efecto 

del tratamiento con la toxina pertusiss, una toxina que inactiva la actividad de GTPasa 

de la subunidad αi de la proteína G heterotrimerica (Alberts et al., 1994), lo cual impide 

la señalización que, entre otras funciones, lleva a la migración de los leucocitos.  

El efecto antagonista de la CCL13 truncada por la EhCP2 fue dependiente 

del tiempo posiblemente debido a la extinción del sustrato (CCL13). Los análisis sobre 

el sustrato fluorescente Z-Phe-Arg-AMC mostraron que la enzima amibiana fue capaz 

de digerir el sustrato desde tiempos muy cortos y mantener la actividad enzimática 

sobre el sustrato hasta los 60 minutos. Molinari et al. (2000), mostraron también que 

metaloproteasas contenidas en los productos de secreción de Taenia solium 

presentaban mayor actividad enzimática a tiempos largos (entre 4 y 6 horas). El efecto 

de la EhCP2 sobre la actividad de CCL13 fue también dependiente de la concentración 

de la enzima y del sustrato, como ha sido observado en la cruzipaína y otras enzimas 

parasitarias, tales como catepsina de Leishmania, y metaloproteasas de helmintos 

(Molinari et al., 2000; Serveau et al., 1996).  

Por otro lado, la EhCP2 actúa también sobre otras quimiocinas de la familia 

CC; tal como CCL2, que también fue cortada por la EhCP2 en dos péptidos uno de 4.1 

kDa de 21 aminoácidos que conserva el extremo aminoterminal, y que posiblemente la 

enzima amibiana corta esta quimiocina en dos residuos de arginina contiguos que se 

encuentran en esta proteína y que son reconocidos por la proteasa amibiana. Este 
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péptido de 4.1 kDa podría estar relacionado con la unión a CCR2 o CCR1 sobre las 

células monocíticas THP-1, y con el efecto antagonista, que está asociado con la 

inhibición de la migración de los monocitos.  

Hecho de que CCL13 y CCL2 hayan sido truncadas por EhCP2, y que éste 

efecto originó la perdida de la actividad quimiotáctica de estás quimiocinas puede 

extrapolarse a la amibiasis, y nos lleva a proponer que E. histolytica es capaz de 

secretar varias proteasas de cisteína, incluyendo la EhCP2, que alteran el tráfico de 

monocitos al sitio de infección. Este efecto se debe a la degradación de algunos 

miembros de la familia CC, como la CCL13 y CCL2, que da origen a péptidos 

antagonistas que inhiben el reclutamiento de los monocitos, lo cual representa otro 

mecanismo de evasión de E. histolytica para modular el tráfico y los mecanismos 

efectores de los macrófagos, importantes en la destrucción de este parásito (Denis y 

Chadee, 1998). El péptido FILM de E. histolytica también inhibe la migración de los 

monocitos, y confirma que este parásito cuenta con varias herramientas para evadir los 

mecanismos efectores de los macrófagos, inhibiendo el tráfico de estás células 

(Kretschmer et al., 2001).  

Aunque, en la amibiasis sólo se ha reportado la inducción de CXCL8 y 

CXCL2 (quimiocinas de la familia CXC), por el epitelio intestinal (Yu y Chadee, 1997), 

no se conoce aún el papel de la familia de las quimiocinas CC, y otras quimiocinas. Sin 

embargo, en el contexto de la respuesta inmunitaria contra E. histolytica, existe la 

alteración de la diferenciación de respuesta inmunitaria hacia una un perfil TH2, y la 

inhibición del reclutamiento de monocitos también puede contribuir con el cambio de la 

respuesta inmunitaria, al degradar CCL2 una de las quimiocinas que favorece la 

respuesta TH1 (Brenier et al., 2000).   

No obstante, sería importante definir los mecanismos precisos de cómo 

ocurre la inhibición de la migración de los monocitos con los péptidos generados de las 

quimiocinas. La red de quimiocinas es importante en la regulación de la respuesta 

inflamatoria y sería indispensable conocer: ¿cuáles quimiocinas de la familia CC 

participan en el proceso inflamatorio durante la amibiasis, y cuál es el efecto directo de 

estás quimiocinas CC sobre el desarrollo de la respuesta inmune celular?, y ¿cómo el 

parásito está manipulando esta respuesta inflamatoria in vivo?  
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La modificación de la respuesta inflamatoria por las enzimas amibianas no 

sólo ocurre a nivel de las quimiocinas CC, sino también afecta las actividades de las 

quimiocinas CXC. En este estudio se encontró que CXCL8 1-77 al ser tratada con la 

EhCP2 induce una mayor migración de granulocitos humanos. La EhCP2 actúa sobre 

los 4 a 6 primeros residuos del extremo aminoterminal de CXCL8 1-77, en el cual se 

localiza la secuencia ERL que contiene un residuo de arginina (Van den Steen et al. 

2000; Sajid y McKerrow, 2002); la pérdida de estos 4 ó 6 residuos del extremo 

aminoterminal de CXCL8 1-77 provocaron la potenciación de la actividad de la 

quimiocina, al exponer el motivo ELR de CXCL8. La migración de granulocitos humanos 

fue mayor cuando la CXCL8 1-77 fue cortada por la EhCP2, e inclusive la respuesta fue 

aún más alta que la de la CXCL8 sin cortar. Al parecer, EhCP2 potenció las funciones 

quimiotácticas de CXCL8 1-77, como lo hacen la trombina y la metaloproteasa-9 (MMP9), 

después que la CXCL8 1-77 es secretada por células epiteliales y macrófagos (Helbert et 

al., 1990). Similarmente, Van den Steen et al. (2000), reportaron la potenciación de las 

funciones de la CXCL8 cuando fue cortada por la β-gelatinasa; esta enzima corta 6 

aminoácidos que incrementaron los niveles de calcio, y aumentó la migración de los 

granulocitos, todo esto comparado con la quimiocina intacta, estas observaciones están 

relacionadas con la inducción de una respuesta inflamatoria.  

 Aunque, los análisis teóricos mostraron que la proteasa de cisteína-2 de E. 

histolytica podría estar generando varios péptidos de la CXCL8 1-77, en los geles de 

poliacrilamina (16%), modificados para la separación de péptidos por encima de 1 kDa, 

que no se observaron, y esto nos lleva a pensar que la proteasa realizó cortes en el 

extremo aminoterminal de esta quimiocina, exponiendo la región ERL asociada con la 

interacción al receptor, y lo cual la convierte posiblemente en una CXCL8 de 72 

aminoácidos que como demostramos fue capaz aumentar la actividad quimiotáctica de 

la CXCL8, esta molécula se ha reportado que tiene 10 veces más afinidad por los 

receptores CXCR1 y CXCR2, lo cual, potenció la activación de los neutrófilos, y provocó 

un mayor reclutamiento de estás células (van Damme et al., 1990; Hebert et al., 1990); 

y esto explica el aumento en la actividad quimiotáctica. Una convertasa de CXCL8 en 

sobrenadantes de fibroblastos que actúa bajo el estímulo de IL-1, y que convierte la 

CXCL8 de 77 aminoácidos en CXCL8 de 72 aminoácidos ha sido reportada 
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recientemente, confirmando que la conversión de la CXCL8 es importante en la 

actividad de esta quimiocina (Ohashi et al. 2003).  

 Un efecto similar fue observado con la IL-1β, la cual es cortada por una 

proteasa de cisteína de E. histolytica (EhCP5), de su forma pro IL-1β a su forma 

madura (m IL1β). La actividad de enzima activadora de interleucinas (ICE), que se 

encontró en la EhCP5, hace que la IL1β cortada induzca mayor cantidad de nitratos en 

células L929, y este hecho está relacionado con la inducción de CXCL8 (Zhang et al. 

2000), y otros mediadores inflamatorios asociados al foco inflamatorio en la amibiasis.  

La proteasa de cisteína-2 de E. histolytica potencia las funciones 

quimioctácticas de la CXCL8 induciendo un mayor reclutamiento de neutrófilos. Estas 

observaciones coinciden con los hallazgos que se tienen de que los neutrófilos 

acompañan el proceso inflamatorio propiciado por la E. histolytica (Seydel et al. 1997, 

Yu y Chadee, 1997, Eckman et al, 1995). La presencia de neutrófilos está asociada al 

daño observado en la colitis amibiana y es posible que este parásito en este ambiente 

penetre la barrera epitelial e invada capas más profundas del intestino (Seydel et al. 

1997).  

Contrariamente a lo esperado, el corte de la CXCL8 1-72 por la EhCP2 originó 

péptidos que no inducen actividad migratoria, debido probablemente a que la EhCP2  

puede estar eliminando la región ELR, región del aminoterminal que es importante en el 

reconocimiento al receptor y unión al receptor de quimiocina (Clark-Lewis et al., 1995; 

Loestcher y Clark-Lewis, 2001); lo cual origina la propuesta de que la EhCP2 también 

puede estar modulando el reclutamiento de granulocitos, primero potenciando la 

actividad de la CXCL8, y luego posiblemente inhibe el reclutamiento de granulocitos al 

actuar sobre CXCL8 1-72, provocando la pérdida de actividad quimiotáctica.  

La inducción del reclutamiento de neutrófilos durante la infección por E. 

histolytica ha sido bien documentada (van Zandbergen et al., 2002; Shaio et al., 1995; 

Ryu et al., 2004; Rubio-Krömer et al., 1998). En este proceso inflamatorio la inducción 

de citocinas como la IL-1β y de quimiocinas como CXCL8 y CXCL1 por las células 

epiteliales intestinales, resulta en el incremento del reclutamiento de neutrófilos al foco 

infeccioso (Seydel et al. 1997, Yu y Chadee, 1997). Es posible que CXCL8 1-77 

generada por el contacto de los trofozoítos de E. histolytica con el epitelio intestinal sea 
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potenciada por las proteasas de cisteína para aumentar la migración de los neutrófilos, 

lo que propiciaría un foco inflamatorio que está asociado con la invasión de los 

trofozoítos de E. histolytica, y con el daño al hospedero (Stanley, 2003). En la amibiasis 

la infiltración de neutrófilos se ha visto que está relacionada con el daño intestinal 

(Seydel, et al. 1997). No obstante, parte de este circuito sería también que las 

proteasas de cisteína modifiquen el extremo aminoterminal de CXCL8, que podría ser 

abundantemente de 72 aminoácidos, y esto resulte en la pérdida de actividad de la 

molécula, lo cual conlleva posiblemente a la reducción de la inflamación, y al 

establecimiento de este parásito.  

En otras parasitosis, también se ha encontrado la modulación de la 

respuesta proinflamatoria del hospedero en beneficio del parásito (Grensis y Entwistle, 

1997; Falcone et al., 2001; Aliberti et al., 2003). Falcone et al. (2001), observó que 

proteínas derivadas de A. suum interaccionan con el receptor CXCR2 para activar las 

células RBL transfectadas con CXCR2, la activación influye en la movilización de calcio 

intracelular, y en una mayor producción de anión superóxido, es posible que la 

activación de este receptor esté relacionado a la desensibilización cruzada con el 

CXCR2 y que compita con la CXCL8, modificando la respuesta inflamatoria. Varios 

parásitos secretan proteínas que son capaces de unirse a los receptores para CXCL8: 

CXCR1 y CXCR2, eliminando la posibilidad de que CXCL8 se una a estos receptores. 

En el caso de L. major, proteínas derivadas del parásito tienen efectos quimiotácticos 

sobre neutrófilos humanos, lo cuáles sirven de barreras protectoras del ataque 

inmunitario a los trofozoítos de L. major al fagocitarlos (Laskay et al., 2003).  

Con todo lo anterior se propone un modelo en el que se resumen los 

hallazgos de este trabajo (Figura 14), en cual hay una modificación de la actividad 

quimiotáctica de las quimiocinas CC y CXC, lo cual podría significar que Entamoeba 

histolytica está modulando la respuesta inflamatoria por medio de las proteasas de 

cisteína que secreta este parásito durante el contacto con las células del hospedero. En 

este modelo, E. histolytica al unirse al epitelio intestinal dispara la secreción de las 

quimiocinas CXCL2, CXCL8, y CCL2, CCL13. La inducción de estas quimiocinas regula 

la migración de monocitos y neutrófilos, respectivamente; células que están 

involucradas en el ataque a los trofozoítos de E. histolytica. Sin embargo, los trofozoítos 
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de E. histolytica, que cuentan con varias estrategias de evasión de la respuesta 

inmunitaria, secretan proteasas de cisteína que contribuyen a la modulación de la 

respuesta inmunitaria humoral y con el daño al tejido del hospedero. Estas proteasas 

son capaces, según nuestros resultados, de generar formas truncadas de CCL2 y 

CCL13 no funcionales que inhiben la migración de monocitos. Adicionalmente, la 

digestión de CCL2 puede también alterar la diferenciación de los linfocitos TH 

induciendo la polarización de la respuesta a un tipo TH2. Esta observación coincide con 

los reportes que señalan la infiltración de eosinófilos en los focos inflamatorios durante 

la amibiasis. Las proteasas de cisteína también hacen proteólisis de CXCL8, pero la 

forma truncada de esta molécula tiene potenciada su actividad induciendo la migración 

de neutrófilos al foco inflamatorio. Por otro lado, los neutrófilos junto a las proteasas de 

cisteína pueden provocar la invasión de los trofozoítos de E. histolytica.  

Conclusiones 
Nuestra hipótesis de que la proteasa de cisteína 2 de E. histolytica estaba 

involucrada en la alteración de las funciones quimioatrayentes de las quimiocinas de la 

subfamilia CC y CXC quedó demostrada al encontrar que la EhCP2 actúa sobre las 

quimiocinas CCL2 y CCL13 generando péptidos que tienen actividad antagonista e 

inhiben la migración de los monocitos humanos. EhCP2 también actúa sobre CXCL8 1- 

77 potenciando la actividad de esta quimiocina, lo cual se tradujo en una mayor actividad 

migratoria. La proteólisis de las quimiocinas CC y CXC, generó moléculas truncadas 

que ejercieron un efecto antagonista sobre los receptores de las quimiocinas CC, y 

produjo una molécula agonista de los receptores CXC, a partir de CXCL8 (1-77). 

Finalmente, La proteasa de cisteína-2 de E. histolytica podría estar implicada en la 

modulación de la respuesta proinflamatoria del hospedero y esta estrategia representa 

un nuevo mecanismo de evasión de la respuesta inmunitaria. 
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Figura 13: Modelo de evasión de la respuesta inmunitaria celular de Entamoeba 
histolytica.  
Entamoeba histolytica al unirse al epitelio intestinal dispara la secreción de las quimiocinas 
CXCL2, CXCL8, CCL2 y CCL13 que inducen el reclutamiento de células monocíticas y neutrófilos 
al sitio de infección. Como parte de los mecanismos de evasión de la respuesta inmunitaria, E. 
histolytica secreta proteasas de cisteína que generan formas truncadas CCL2, CXCL8, lo cual 
podría estar participando en la modulación de la respuesta inflamatoria al modificar el tráfico de 
los leucocitos que responden a estas quimiocinas.  
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Perspectivas.  
Este trabajo abre una línea de investigación en la cual se demostró que la proteasa de 

cisteína-2 de Entamoeba histolytica, un factor de patogenidad, fue capaz de modificar las 

funciones quimioatrayentes de las quimiocinas importantes proteínas que actúan como 

moléculas reguladoras del reclutamiento de leucocitos, y que juegan un papel 

fundamental en el desarrollo de la respuesta inflamatoria, y en la homeóstasis del 

sistema inmunitario. Al hacer modificaciones de las funciones quimioatrayentes de las 

quimiocinas por medio de la EhCP2, E. histolytica puede modular la respuesta 

inflamatoria orquestada en su contra, con beneficios, tales como la supervivencia y la 

invasión del hospedero. Sin embargo, el proyecto debe aún responder algunas preguntas 

como: 

1. Los péptidos no funcionales producto de la proteólisis de las quimiocinas CC 

interaccionan con los receptores CC, expresados sobre las células monocíticas?. 

Para determinar esta interrogante, los péptidos provenientes del corte de CCL2 y 

CCL13 deben separarse y purificarse por cromatografía HPLC. La interacción de 

estos péptidos CCRs, expresados en líneas celulares, se debe probar marcando la 

quimiocina y sus péptidos con fluorocromos que permitan su detección, de tal 

manera que se pueda definir si los péptidos interaccionan o no con los receptores. 

Además, probar si estos péptidos son capaces de inhibir la inflamación en un 

modelo murino de cojinete plantar es muy importante para proponer nuevos 

fármacos antinflamatorios  

2. Las proteasas son liberadas al contacto con las células monocíticas THP-1, 

neutrófilos u otras células con las que E. histolytica establece algún contacto?. 

Determinar la colocalización de las proteasas de cisteína con las células 

monocíticas en un modelo murino usando anticuerpos específicos dirigidos a la 

EhCP2, u otra proteasa de cisteína; sería importante conocerlo durante la 

amibiasis. Además, en un modelo murino podríamos buscar la colocalización con 

las quimiocinas CC y CXC, y las proteasas de cisteína para determinar el efecto 

de estas proteasas sobre estas moléculas, lo cual nos ayudaría a conocer cuales 

son las quimiocinas CC fundamentales en la respuesta inflamatoria durante esta 

infección.  
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3. Son otras proteasas de cisteína de E. histolytica capaces de producir efectos 

sobre la actividad quimioatrayente de las quimiocina?. Para eso se podrían probar 

la EhCP1 y EhCP5, que están directamente asociadas con el daño al hospedero.  

4. Pueden las proteasas de cisteína de E. histolytica interferir con la integridad de los 

receptores de quimiocinas?. Aquí es importante probar si las proteasas de cisteína 

incubadas con las células directamente provoca efectos sobre la actividad 

quimiotáctica de las quimiocinas.  

5. Por último, sería interesante conocer sin en el genoma de E. histolytica existen 

genes que codifiquen para proteínas que mimeticen quimiocinas humanas, como 

ha sido reportado para los virus. Lo cual nos acercaría a pensar que el mimetismo 

de las quimiocinas y citocinas podría ser una estrategia de escape al sistema 

inmunitario que ha evolucionado en varios de los reinos. Además, de arrojar 

resultados sobre los mecanismos de evolución del sistema inmunitario del 

hospedero y los patógenos.  
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Artículo de investigación. Pertuz Belloso S, Ostoa Saloma P, Benítez I, Soldevilla G, 
Olivos A, and García-Zepeda E. Entamoeba histolytica cysteine protease 2 (EhCP2) 
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Artículo de Revisión. Pertuz-Belloso SB, Flores-Romo L. Mini-revisión: Papel de la 
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SUMMARY

 

Human amoebiasis is a disease produced by infection with the
protozoan

 

 Entamoeba histolytica 

 

currently affecting many
millions of people worldwide. Amoebic colitis is the most com-
mon clinical manifestation. Host protective immunity involves
participation of both humoral and cellular responses. How-
ever, the mechanisms involved in immune evasion are not clear
and remain under investigation. One of these mechanisms
could be associated with the ability of parasite proteases to
modulate or interfere with the inflammation process, which is
initiated by expression of pro-inflammatory cytokines such as
chemokines. To further clarify the potential role of cysteine
proteases in modulating chemokine-mediated functions, we
have analysed the ability of

 

 Entamoeba histolytica 

 

cysteine
protease 2 (EhCP2) to have an effect on the chemotaxis of
leucocytes by chemokine cleavage. We find that EhCP2 is
capable of cleaving chemokines CCL2, CCL13 and CXCL8,
and the resulting proteolysis products modulate the chemo-
taxis of leucocytes when compared to that induced by intact
chemokine. Thus, the extracellular activity of  the cysteine
proteases affects chemokine-mediated responses and could be
considered as part of the mechanisms used by

 

 Entamoeba his-
tolytica 

 

to circumvent the host immune responses.

 

Keywords

 

amoebiasis, chemokines, cysteine proteases,
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INTRODUCTION

 

Human amoebiasis is caused by the protozoan 

 

Entamoeba
histolytica

 

 and affects up to 50 million people worldwide.
More than 50 000 people die every year of amoebiasis, mak-
ing it one of  the leading causes of  death from protozoan
diseases. 

 

Entamoeba histolytica

 

 infection has two main
clinical manifestations, intestinal or amoebic colitis and extra-
intestinal amoebic liver abscess. Amoebic colitis is initiated
by trophozoite invasion of intestinal mucosa, accompanied by
an inflammatory process associated with host tissue destruc-
tion. This mucosal invasion is followed by disruption of the
epithelial barrier as a result of  degradation of  the extra-
cellular matrix by parasite proteases that allow the parasites
to gain access to the liver via portal circulation, establishing
an infection that causes liver abscess. As a result, an inflam-
matory response is induced, accompanied by the expression
of cytokines IL-1

 

β

 

, IL-6 and TNF

 

α

 

, COX-2 and nitric oxide
synthase, as well as chemokines (1,2). Chemokines have been
recognized as important regulators not only as chemoattract-
ants but also in homeostasis, development, leucocyte activation,
and in host defence (3). These cytokines may have an important
role either in the recruitment of protective effector cells or in
the exacerbation of the inflammatory process.

Evidence exists showing that cysteine proteases derived
from 

 

E. histolytica

 

 are important in the regulation of inflam-
mation and pathology observed in experimental amoebiasis.
Cysteine proteases can cleave extracellular matrix proteins
like collagen, elastin, fibrinogen and colonic mucin, and
may also interfere with the immune response by degrading
anaphilotoxins C3a and C5a, as well as IgG, and IgA (4).
The proteolytic activity seen 

 

in vitro

 

 and in experimental
animal models has clearly been associated with cysteine
proteases EhCP1, 2 and 5, which are the most abundant,
although differentially expressed between 

 

Entamoeba

 

 iso-
lates (5). EhCP2 has been recently reported to contribute to
intestinal damage and to a lesser extent to liver abscess
formation (6,7).
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Few data have emerged regarding the action of pathogen-
derived proteases on cytokine activities. Recently, the effect
of 

 

E. histolytica

 

 proteases on the biological activities of pro-
inflammatory cytokines IL-1 

 

β

 

 and IL-18 was analysed. It
was found that pro-IL-1

 

β

 

 was cleaved by EhCPs and con-
verted into mature IL-1

 

β

 

, which retained its biological activity.
In contrast, when the effect of EhCP5 protease on IL-18 was
analysed, the cleavage of pro-IL-18 generated smaller frag-
ments with reduced biological functions (8). In addition, the
proteolytic effect of a 

 

Necator americanus

 

 metalloprotease on
a CC chemokine was analysed. It was found that this metal-
loprotease reduced the biological activities of CCL11 but not
of CXCL8 chemokines (9), suggesting a certain specificity in
the recognition of the cleavage motif  in their NH

 

2

 

-terminus.

 

METHODS, RESULTS AND DISCUSSION

 

To further clarify the potential role of 

 

E. histolytica

 

 EhCP2
in regulating chemokine-mediated leucocyte recruitment,
we initially focused our analysis on CCL2, 13 and CXCL8
chemokines. CCL2 activates monocytes and lymphocytes
expressing the CCR2 chemokine receptor. It has also been
involved in the development of inflammatory diseases and
may have an important role in Th1–Th2 polarization (10).
CCL13 has broad chemotactic activities acting on chemo-
kine receptors CCR1, 2 and 3 expressed in monocytes,
lymphocytes and eosinophils. Furthermore, CCL13 has been
implicated in the development of inflammatory diseases such
as asthma, atherosclerosis and renal disease (11). CXCL8
activates granulocytes and monocytes expressing CXCR1
and 2 receptors. Some CCL chemokines are basally expressed
in the intestine, whereas others are induced in certain intes-
tinal pathologies after cytokine stimulation (12). Recently,
analysis of a murine model of human amoebiasis, showed a
differential chemokine gene expression in the infected gut
compared to other intestinal pathogens (13). Altogether,
these findings suggest a potential role of chemokines as regu-
lators of inflammation during amoebic infection in the gut.

First, we determined the proteolytic activity on CCL
chemokines by SDS-PAGE and Western blotting analysis.
EhCP2 was obtained from axenically cultivated 

 

E. histolytica

 

isolate HM-1:IMSS and purified using molecular filtration
as described (7). CCL13 (100 ng) was incubated with preac-
tivated EhCP2 (5 

 

µ

 



 

) at different time points and the mixture
was then subjected to electrophoretic analysis (Figure 1a).
Proteins of lower molecular weight (3–6 kDa) than that of
CCL13 (9 kDa) were detected in the SDS-PAGE gels as early
as 15 min and up to 180 min incubation. Figure 1(b) (left
panel) shows the electrophoretic analysis of CCL13 incub-
ated for 15 min with EhCP2 (5 

 

µ

 



 

) (lane 2), compared
with undigested CCL13 (lane 1) or with EhCP2 inhibited
with protease inhibitor E64 (lane 3). In parallel (Figure 1b,

right panel), the same samples were analysed by immuno-
blotting analysis using a polyclonal anti-CCL13 antibody.
Low molecular weight proteins (< 9 kDa) were identified
(lane 5) and compared with undigested CCL13 and protease
inhibition controls (lanes 4 and 6, respectively).

To evaluate the functional responses induced after
proteolytic cleavage of  CCL13, we performed chemotaxis
assays of calcein-AM labelled THP-1 monocytic cells using
modified Boyden chambers, as previously described (11). We
determined the effect of varying EhCP2 concentrations (0·5–
5·0 

 

µ

 



 

) on the chemotaxis assay using CCL13 at the
concentration that gives the maximum response (100 ng/mL).
As shown, there was a proportional decrease in the migration
of THP-1 cells exposed to proteolysed CCL13, compared to
intact CCL13 (100 ng/mL) (Figure 1c). Next, we determined
the effect of the incubation time of CCL13 (100 ng/mL)
with EhCP2 (5 

 

µ

 



 

) (Figure 1d). It was determined that
after as little as 5 min (data not shown) and up to 180 min
incubation there was a decrease in the migration of THP-1 cells
in response to digested CCL13. The decrease in chemotaxis
was greater than 50% when compared to that observed
with intact CCL13. To evaluate the specificity of this effect,
EhCP2 (5 

 

µ

 



 

) was preincubated with specific inhibitor E64
(20 n

 



 

) for 30 min, and then the mixture was subjected to
chemotaxis, as before. This treatment induced a 90% recov-
ery of the chemotaxis compared to that observed with intact
CCL13. In addition, the effect of EhCP2 on fMLP (10

 

−

 

6

 

 

 



 

),
a chemotactic factor for leucocytes, was tested. Our results
showed that there was no effect on the chemotaxis mediated
by fMLP on mononuclear cells, suggesting that EhCP2 acts
on specific amino acid sequences that are not present on
fMLP (data not shown). To investigate whether the proteo-
lytic effect was specific for this chemokine or if  it may also
affect other CCL chemokine members, we tested EhCP2
protease activity on CCL2. In Figure 1(f) is shown the result
of  the chemotaxis assay using CCL2 (100 ng/mL) after
incubation with EhCP2 (5 

 

µ

 



 

). There was a reduction of
chemotaxis (about 50%), which again was almost recovered
after inhibition of EhCP2 with E64.

The proteolytic effect of EhCP2 on CXCL8 by SDS PAGE
electrophoresis analysis and chemotaxis assays was also
evaluated. We analysed two forms of the chemokine CXCL8:
the mature form CXCL8 (1–72 aa), and a variant form of
CXCL8 (1–77 aa) that has an additional 5 aa residues in
the N-terminal sequence and is less active. CXCL8 (1–77)
(500 ng) was incubated with EhCP2 (5 

 

µ

 



 

) at different time
points. This mixture was then subjected to SDS-PAGE and
analysed by silver staining. In Figure 2(a) is shown the effect
of digestion of CXCL8 (1–77) with EhCP2 after 15 min
incubation (lane 2) compared to undigested CXCL8 ( lane 1).
Low molecular weight proteins were detected, ranging from
3 to 6 kDa. Figure 2(b) shows the analysis by immunoblotting
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of  the CXCL8 digested products at different time points (0,
5, 15, 60 min) separated by SDS-PAGE, blotted and probed
with a polyclonal anti-CXCL8 antibody. In lanes 4–6, a number
of low molecular weight proteins (3–6 kDa) were detected
as compared with undigested CXCL8 (lane 3). Polyclonal
antibody anti-CXCL8 did not cross-react with EhCP2 (data
not shown). When we tested the effect of  EhCP2 (5 

 

µ

 



 

)
on CXCL8 (1–72)-mediated chemotaxis on granulocytes,
there was a reduction (< 75%) compared with intact CXCL8
(Figure 2c). As before, chemotaxis was recovered by
inhibiting EhCP2 activity with E64 (20 n

 



 

). In contrast,

EhCP2 had an additive effect on CXCL8 (1–77) mediated
chemotaxis, showing an increase (< 100%) in the chemo-
taxis of granulocytes after digestion of CXCL8 with EhCP2,
when compared with undigested CXCL8 (Figure 2d).

Proteolytic cleavage by EhCP2 leads to reduced amounts
of biologically active chemokines, which could be considered
as one of the regulatory mechanisms used by the pathogen
to decrease leucocyte recruitment and probably activation.
This is supported by our data, which show that cleavage of
CCL2, CCL13 and CXCL8 leads to impaired chemotactic
responses. Potential EhCP2 substrates must have at least an

Figure 1 Analysis of the EhCP2 proteolytic activity on CC chemokines. (a) Analysis by SDS-PAGE. CCL13 (500 ng/mL) was incubated with 
5 µ EhCP2 at 37°C at different time points: 0, 15, 30 and 180 min incubation. (b) Proteolysed chemokine products were separated by SDS-
PAGE (lanes 1–3) and analysed by Western blotting (lanes 4–6) using an anti-CCL13 polyclonal antibody. Lanes 1 and 4: CCL13; lanes 2 and 
5: CCL13 plus 5 µ EhCP2 (15 min incubation); lanes 3 and 6: CCL13 plus EhCP2 plus 10 m protease inhibitor. (c) Analysis of the proteolytic 
effect of EhCP2 on CCL13-mediated chemotaxis of THP-1 monocytic cells. CCL13 (100 ng/mL) was incubated with different concentrations 
of EhCP2 (0·5–5 µ) and subjected to chemotaxis assays. Number of migrating cells is represented as counts of fluorescence per mm2 (CNT/
mm2). (d) Effect of incubation time. CCL13 (100 ng/mL) was incubated with EhCP2 (5 µ) for 0, 15, 30 and 180 min at 37°C, subjected to 
chemotaxis assays and analysed as above. (e) EhCP2 (5 µ) was preincubated with protease inhibitor E64 (20 n) and analysed as in (c). (f ) 
Effect of EhCP2 on CCL2-mediated chemotaxis. CCL2 (100 ng/mL) was incubated with EhCP2 (5 µ) for 60 min at 37°C and subjected to 
chemotaxis assays. As a control, EhCP2 was incubated with protease inhibitor E64 (20 n). The data represent the mean of triplicate wells 
of a representative experiment (out of a total of three) ± standard error (statistical analysis was performed using one-way  test, asterisks 
indicate P < 0·01).
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accessible arginine residue at P

 

1

 

. All chemokines tested in
this report have several potential cleavage sites (e.g. CXCL8
has an Arg

 

6

 

). Furthermore, it has been widely demonstrated
that the Glu

 

4

 

-Leu

 

5

 

-Arg

 

6

 

 (ELR) motif  in CXCL-8 is import-
ant in maintaining its biological functions. Therefore,
truncated forms of CXCL-8, which are missing this motif,
have reduced activities such as chemotaxis and receptor
binding. Interestingly, cleavage of CXCL8 (1–77) resulted in an
increased chemotactic response. This is in agreement with
previous reports showing that CXCL8 requires processing
to enhance its biological responses. MMPs like gelatinase B,
could be in part responsible for this processing 

 

in vivo

 

 (13).
In this context, truncated forms of  CXCL8 (1–77) could
be more active in recruiting cells and may favour the pro-
inflammatory microenvironment necessary for 

 

E. histolytica

 

mediated intestinal damage.
It has been suggested that 

 

E. histolytica

 

 cysteine proteases
make an important contribution to gut inflammation, since
they are released in great amounts during epithelial inva-
sion, leading to pro-inflammatory cytokine and other dam-
age mediators. Although there is still some controversy on

whether EhCP2 participates directly in the development of
liver tissue damage, its overall contribution remains to be
clarified. Our results suggest that EhCP2 and other cysteine
proteases (currently under investigation) may have an import-
ant role in regulating the development of inflammation
through proteolytic cleavage of chemokines. This proteolytic
activity could interfere with leucocyte recruitment by alter-
ing specific chemokine gradients, or by the generation of
chemokine receptor antagonists. Therefore, this effect should
be considered as part of  the complex anti-inflammatory
mechanisms displayed by 

 

E. histolytica

 

 during mucosal
invasion and liver abscess formation. Moreover, detailed
analysis of chemokine cleavage by parasite proteases should
be also taken into consideration when searching for novel
anti-inflammatory therapeuticals.
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Figure 2 Analysis of EhCP2 proteolytic cleavage on CXCL8. (a) Analysis by SDS-PAGE: lane 1, CXCL8 (500 ng); lane 2, EhCP2 (5 µ) plus 
CXCL8. (b) Analysis by Western blotting (lanes 3–6) using an anti-CXCL8 polyclonal antibody. Lane 3: CXCL8; lane 4: CXCL8 plus EhCP2, 
5 min incubation; lane 5, 15 min and lane 6, 60 min. (c) Analysis of the proteolytic effect of EhCP2 on CXCL8 (1–72) mediated chemotaxis. 
CXCL8 (100 ng/mL) was incubated with EhCP2 for 60 min and subjected to chemotaxis assays using granulocytic cells. As a control, EhCP2 
was incubated with protease inhibitor E64 (20 n). (d) Analysis of CXCL8 (1–77) mediated chemotaxis as above. Number of migrating cells 
is represented as counts of fluorescence per mm2 (CNT/mm2).
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