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RESUMEN 
 
       La glucólisis en Entamoeba histolytica es la principal vía de 

producción de ATP, ya que no hay evidencias de que este organismo  

l leve a cabo ciclo de Krebs, ni fosfori lación oxidativa. En los años 70s 

se reportó la detección de las actividades de todas las enzimas de la 

vía metabólica. Sin embargo, existen pocos o nulos estudios 

bioquímicos de la mayoría de las enzimas, por lo que el objetivo de 

este trabajo es la caracterización bioquímica de la hexosa-6-fosfato 

isomerasa (HPI), aldolasa (ALDO), gliceraldehído 3-fosfato 

deshidrogenasa (GAPDH) y fosfogl icerato cinasa (PGK).  

  

       Los genes de HPI, ALDO, GAPDH y PGK se clonaron, se sobre-

expresaron en E. coli, y se purificaron las cuatro proteínas. Se 

determinó tanto su estabil idad al almacenamiento, como su 

dependencia al pH y estructura oligomérica. Se determinaron los 

valores de las constantes cinéticas Vmax y Km para los diferentes 

sustratos de cada enzima. Los valores obtenidos se compararon con 

los valores para las enzimas homólogas en otros organismos, 

incluyendo las enzimas de humano, y se encuentran dentro de los 

intervalos reportados. Las principales diferencias con respecto a este 

último (hospedero) son: la EhALDO es de la clase II (metaloenzimas), 

por lo que se exploró la dependencia de metales para su actividad; la 

EhPGK es un orden de magnitud más afín por GDP que por ADP y es 

un dímero en lugar de monómero como la mayoría de las enzimas 

descritas. Las constantes cinéticas obtenidas a pH 7.0 indican que la 

EhALDO disminuye hasta en un orden de magnitud su velocidad y 

afinidad por su sustrato, por lo que esta enzima podría ser un punto 

de control del f lujo glucolít ico en el parásito. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

I.1 Amibiasis 

      La amibiasis es la enfermedad humana causada por el parásito 

protista Entamoeba histolytica (Fig. 1). Este organismo puede vivir 

como comensal en el lumen del intestino grueso, sin embargo, en el 

estado patológico puede invadir la mucosa intestinal produciendo 

disentería y en estadios más avanzados de la enfermedad invade 

órganos distantes como el hígado, causando absceso hepático 

(Ravdin, 1988; Martínez-Palomo, 1982). 

 

     La incidencia de la enfermedad a nivel mundial es de 48 millones 

de casos anuales (http://www.who.int/) y es probable que la etapa 

invasiva produzca anualmente entre 40,000 y 110,000 muertes en el 

mundo. Por ello, la amibiasis ocupa, a nivel mundial, el tercer lugar 

como causa de muerte en la l ista de las principales enfermedades 

parasitarias, después del paludismo y la esquistosomiasis (Espinosa-

Cantellano y Martínez-Palomo, 2000). 

 

      La amibiasis es considerada una enfermedad de la pobreza, de la 

educación y de la higiene. Todo se podría prevenir si hubiera los 

servicios suficientes, si todo mundo contara con drenajes adecuados, 

con agua potable, con higiene y educación para crear el hábito de 

lavarse las manos  (Espinosa-Cantellano y Martínez-Palomo, 2000). 

 

      Las formas potencialmente mortales de amibiasis son 

fundamentalmente el absceso hepático y la colit is fulminante. Se 

estima que del 2 al 10% de las personas con absceso hepático 

mueren; en cambio, la mortalidad por colit is amibiana grave, es hasta 
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del 70% del total de los casos (Espinosa-Cantellano y Martínez-

Palomo, 2000).  

 

 
Fig. 1 Trofozoítos de Entamoeba histolytica.  

           Microscopía electrónica de barrido (Espinosa-Cantellano y  

           Martínez-Palomo, 2000). 

 

I.2 Ciclo vital de Entamoeba histolytica  y  las manifestaciones 

clínicas de la infección en seres humanos 

 

      E. histolytica es un organismo unicelular que infecta 

principalmente a los seres humanos y a otros primates. Los 

mamíferos como perros y gatos pueden infectarse pero generalmente 

no vierten los quistes con sus heces, así, no contribuyen 

perceptiblemente a la transmisión (Ravdin, 1988).  
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                     Fig. 2  Ciclo de vida de E. histolytica. 
             (Modif icado de Huston, C. D.; Haque, R.;  y Petr i ,  G. A. Jr.  1999). 

 
      La figura 2 muestra el ciclo de vida de E. histolytica, el cual 

consiste de dos etapas: trofozoíto y quiste.  Los quistes (a) con un 

tamaño de 10-15µm   de diámetro comúnmente contienen cuatro 

núcleos y se introducen al hospedero por la ingestión de alimento o 

agua contaminada con heces fecales (b). Durante la exquistación 

dentro del lumen del intestino grueso (c), la división nuclear es 

seguida por la división citoplásmica, dando lugar a ocho trofozoítos 

(d). Los trofozoítos, que miden de 10-50µm de diámetro y contienen 

un solo núcleo con un cariosoma central, residen en el lumen del 

intestino ciego y del intestino grueso, donde se adhieren a la mucosa 

y a las capas epitel iales. Aproximadamente 90% de los individuos 

infectados con E. histolytica son colonizados asintomáticamente (e). 
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La enquistación de los trofozoítos ocurre dentro del lumen del 

intestino ciego y del intestino grueso (f), dando como resultado la 

excreción de quistes en las heces (g) y la continuación del ciclo vital.      

 Alternativamente, los trofozoítos pueden invadir el epitelio del 

colon, causando colit is amibiana en aproximadamente el 10% de las 

personas infectadas por E. histolytica (h). La disentería amibiana 

ocurre gradualmente, generalmente con síntomas tales como dolor 

abdominal, tenesmo y diarrea, durante una a varias semanas, 

seguidas a menudo por pérdida del peso. 

 E. histolytica  puede establecer infecciones persistentes  extra-

intestinales formando absceso hepático (i). El absceso hepático es la 

manifestación más común de amibiasis extraintestinal. Esta 

complicación es 10 veces más común en hombres  que en mujeres. El 

paciente típico con absceso hepático es un varón entre 20-40 años 

con una historia de 1-2 semanas de dolor abdominal del cuadrante  

derecho superior y f iebre (Huston, et al., 1999). 

    Se han realizado pocos estudios con el quiste ya que no existe una 

estrategia experimental para su obtención; por lo que la mayor parte 

de la información se refiere a la fase de trofozoíto. 

 

I.3 Características subcelulares de E. histolytica 

 

      La característ ica más evidente observada en estudios de 

microscopía electrónica en trofozoitos de E. histolytica es la notable 

ausencia de organelos típicos de otros eucariontes como 

mitocondrias, aparato de Golgi, retículo endoplásmico rugoso y 

citoesqueleto microtubular. Sin embargo, en estudios recientes se ha 

reportado actividad de glicosidasas usualmente confinadas al aparato 

de Golgi (Zamarripa-Morales et al, 1999), pero no se ha identificado 
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su localización en el parásito. Otros estudios recientes identif icaron  

la presencia de una chaperona Hsp60  involucrada en el plegamiento 

de proteínas importadas a la mitocondria (Mai et al, 1999). En E. 

histolytica  se identificó un organelo remanente de mitocondria al que 

se denomino “criptón” (Mai et al, 1999) o “mitosoma” (Tovar et al., 

1999). Sin embargo aún no se sabe la función de este reminiscente 

de mitocondria. Aparte del núcleo, las estructuras más evidentes  son 

las vesículas. 

 

     La ausencia de mitocondrias funcionales y de las actividades del 

ciclo de Krebs y la fosfori lación oxidativa tienen implicaciones 

importantes en la forma en que E. histolytica obtiene energía en 

forma de ATP para el trabajo celular.  

 

 

I.4 Metabolismo en general 

 

      La energía es la capacidad para efectuar trabajo, resulta tan vital 

para la civi l ización moderna como para el microcosmos de una célula. 

Las células sintetizan constantemente sustancias nuevas, efectúan 

trabajo mecánico y producen calor (Baker y Allen. 1976) 

 

      Las células heterotróficas obtienen la energía necesaria a partir 

de la degradación (catabolismo) de moléculas nutrientes. Cuando 

dichas moléculas nutrientes se rompen, la energía l iberada debe de 

ser canalizada en una dirección apropiada ya que si no es de 

inmediato capturada, se pierde en forma de calor y no es 

aprovechada por los procesos de la célula. 
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      La energía se puede almacenar como enlaces fosfatos de alto 

contenido de energía. De esta manera, la energía disponible adopta 

una forma común para los procesos metabólicos que l leva a cabo la 

célula. En la mayoría de los seres vivos los enlaces de alto contenido 

de energía se encuentran bajo la forma del trifosfato de adenosina 

(ATP) (Fig.3) (Lehninger, et al. 1993). 

 

 

 

Fig.3 Estructura del trifosfato de adenosina (ATP) 

 

 

      Por otro lado, la glucosa (Fig.4), es una de las principales 

moléculas combustibles de la mayor parte de los organismos, es rica 

en energía y puede movil izarse rápidamente desde la reserva de 

glucógeno cuando se efectúan demandas rápidas de energía. La 

glucólisis es el proceso mediante el cual una molécula de glucosa se 

degrada a dos moléculas de piruvato. Parte de la energía l iberada en 

la secuencia de reacciones de la glucólisis se conserva en forma de 

dos ATPs netos y en poder reductor en forma de 2 moléculas de 

NADH por molécula de glucosa consumida (Lehninger, 1993). 
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                           Fig.4  Estructura de la Glucosa        

 

            

I.5 Metabolismo de Entamoeba histolytica 

 

      E. histolytica es un parásito que posee un metabolismo 

energético peculiar ya que no hay evidencias de que posea 

mitocondrias funcionales donde se l leve a cabo el ciclo de Krebs y la 

fosfori lación oxidativa, por lo que gran parte del ATP que se produce 

en la célula proviene de la degradación de la glucosa a piruvato por 

la glucólisis (Reeves, 1984; McLaughlin y Aley 1985). La Fig. 5 

esquematiza la degradación de glucosa hasta los productos finales 

(glucólisis).  

      Existen dos diferencias significativas que distinguen la glucólisis 

de este parásito de la vía en los seres humanos y primates que 

infecta: 1ra. la falta de una lactato deshidrogenasa (el lactato no es 

un producto final de la glucólisis, los productos finales son  etanol, 

acetato y CO2), y 2da. el uso del pirofosfato inorgánico (PPi) como 

donador alternativo de grupos fosfato a intermediarios en la vía de 

degradación de la glucosa (Saavedra-Lira y Pérez-Montfort, 1996)  

      El parásito posee una fosfofructocinasa dependiente de PPi (PPi-

PFK)  (Reeves et al,  1974; Reeves, 1976) además de una ATP-PFK 

cuya actividad es el 10% de la PPi-PFK (Chi, et al. 2001).  Otra 

enzima dependiente de PPi, es la piruvato fosfato dicinasa (PPDK) 

(Reeves, 1968), que cataliza una reacción equivalente a la piruvato 
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cinasa (PK) en mamíferos. El gen que codifica para la PPDK y la  

caracterización cinética de esta enzima ha sido reportado por nuestro 

grupo de trabajo (Saavedra-Lira et al, 1998).  Además resultados de 

nuestro laboratorio han mostrado una actividad de piruvato cinasa 

(PK) en extractos amibianos que corresponde a un 10% de la 

actividad de la PPDK amibiana (Saavedra E, Olivos A, Encalada R y 

Moreno-Sánchez R, 2004). 

   El 95% de la glucosa catabolizada por la amiba es convertida a 

glucógeno, dióxido de carbono, etanol y acetato. 
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    Fig. 5 Metabolismo de los carbohidratos en E. histolytica 

(Modif icado de Saavedra y Pérez Montfort, 1996). 
a) hexocinasa; b) hexosa-6-fosfato isomerasa;  c) PPi-fosfofructocinasa; d) ATP-
fosfofructoc inasa; e) aldolasa, f) tr iosa fosfato isomerasa;    g) gl iceraldehído 3-
fosfato deshidrogenasa; h) fosfogl icerato c inasa, i )  fosfogl icerato mutasa; j)  
enolasa; k) PEP carboxitransfosfor i lasa; l)  PEP-carboxic inasa; m) malato 
deshidrogenasa; n) malato deshidrogenasa (descarboxi lante); o) piruvato cinasa; 
p) p iruvato fosfato dic inasa; q) piruvato-ferredoxina oxidoreductasa;  r) 
acetaldehído deshidrogenasa; s) acetato t io-c inasa; t) alcohol deshidrogenasa 
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       Las actividades de las diez enzimas de la vía glucolít ica se 

detectaron en extractos amibianos tanto en cultivos monoaxénicos 

como en axénicos: hexocinasa (HK), hexosa fosfato isomerasa (HPI), 

PPi- fosfofructocinasa (PPi-PFK), aldolasa (ALDO), triosa fosfato 

isomerasa (TIM), gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), 

fosfoglicerato cinasa (PGK), fosfoglicerato mutasa (PGM), enolasa 

(ENO), piruvato fosfato dicinasa (PPDK) (Reeves, 1974; Reeves, 

1984). 

 

      La caracterización de las enzimas glucolít icas amibianas se ha 

enfocado en la HK (Reeves, et al., 1967; Kroschewski, et al., 2000), 

PPi-PFK (Reeves, 1974; Deng, 1998) y PPDK (Reeves, 1968, 

Saavedra-Lira, et al., 1998).   

      

      Sin embargo, no se ha estudiado cinéticamente a  las enzimas 

HPI, ALDO y GAPDH y en el caso de la PGK existe una caracterización 

parcial (Reeves, 1974), por lo que nosotros estamos interesados en 

caracterizar cinética y estructuralmente a estas  enzimas glucolít icas.   

 

I.6 Propiedades de la hexosa 6-fosfato isomerasa 

 

*Conversión de glucosa 6-fosfato en fructosa 6-fosfato. 

 

      La isomerización reversible de la glucosa 6-fosfato, una aldolasa, 

en fructosa 6-fosfato, una cetosa, está catal izada por la hexosa 6-

fosfato isomerasa (HPI) (Fig. 6), que se ha aislado en forma pura 

del tejido muscular. Esta reacción implica un desplazamiento del 

oxígeno del carbonilo desde el átomo de carbono 1 al átomo de 

carbono 2.  
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                                    ∆G°´= +0,4 kcal/mol   

     Fig. 6 Reacción enzimática de la HPI (Voet,et al., 1999) 

 

 La reacción transcurre con faci l idad en ambas direcciones, como 

puede predecirse de la pequeña variación de energía l ibre estándar. 

La HPI necesita de Mg2+ y es específica para  la  glucosa 6-fosfato 

(G6P) y la fructosa 6-fosfato (F6P) (Lehninger, 1993). 

 

 I.6.1 Propiedades de la HPI de Entamoeba histolytica 

 

      Únicamente se ha descrito la detección de la actividad en 

extractos de cepa monoxénica (Reeves, 1974). 

 

I.7 Propiedades de la aldolasa 

 

       El rompimiento de la fructosa 1,6 bifosfato está catalizada por la 

Aldolasa (ALDO) (fig. 7). Esta es una enzima que se aísla con 

faci l idad en forma cristalizada de los extractos de músculo de conejo. 

La reacción que catal iza es una condensación aldólica reversible. La 

fructosa 1,6-bifosfato (FBP), se escinde reversiblemente rindiendo 

dos fosfatos de triosa diferentes, el gliceraldehído 3-fosfato (G3P), 

una aldosa, y la dihidroaxicetona fosfato (DHAP), una cetosa 

(Lehninger, 1993). 
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      Aunque la reacción de la aldolasa muestra una variación de 

energía l ibre estándar con valores positivos, en condiciones de pH y 

de concentración que existen en las células para esta reacción puede 

transcurrir fácilmente en ambas direcciones. Si transcurre en el 

sentido directo (sentido de la glucólisis) los productos de la reacción 

son eliminados con rapidez por la reacción de la GAPDH (Lehninger, 

1993) 

 

*Escisión de la fructosa 1,6-bifosfato (FBP) 

 

 

                                                         ∆G°´= +5,73 kcal/mol. 

   Fig. 7   Reacción enzimática de la ALDO (Voet,et al., 1999) 

 

 

       Hay dos tipos de aldolasas que se clasifican de acuerdo a su 

mecanismo de estabil ización del intermediario enolato (Horecker, et 

al., 1972). La clase I se localiza principalmente en plantas y animales. 

La reacción tiene lugar del siguiente modo: El grupo carbonilo de la 

FBP reacciona con el grupo ε-amino de la  Lys del sit io activo (Fig. 8), 

formando un catión imino, es decir una base de Schiff  protonada. 

Posteriormente se rompe el enlace entre C3 y C4 de la FBP con 

formación de una enamina y l iberación de G3P. La enamina se 

protona para formar un catión iminio, el cual se hidroliza con 

l iberación de la DHAP y la regeneración de la enzima l ibre (Voet, et 

al., 1999). 
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Fig. 8  Reacción enzimática de la Aldolasa clase I donde se observa la 
formación de la base de Schiff  entre el residuo de Lys del sit io activo de la 
enzima y la fructosa 1,6-bifosfato de cadena abierta (1), la rotura aldólica, 
formación de un intermediario enamina entre la enzima y la DHAP (2), 
l iberación de G3P (3) y f inalmente hidról is is de la base de Schiff  (4), 
l iberación de DHAP (5). (Voet, et al., 1999). 
 

       La aldolasa clase II (Fig. 9), está presente en hongos, algas, 

algunas bacterias y protistas. No forman bases de Schiff con el 

sustrato, sin embargo,  requieren de un catión divalente, usualmente 

Zn2+ o Fe2+, que polarizan el oxígeno del carbonilo de la FBP  para  

estabil izar el intermediario enolato de la reacción (Voet, et al., 1999). 
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Fig. 9 Mecanismo de reacción de la Aldolasa tipo II, para 
estabilizar al intermediario enolato.  (Voet,et al., 1999) 

 
 

 

I.7.1 Propiedades de la Aldolasa de Entamoeba histolytica 

 

      Se comprobaron algunos activadores e inhibidores de la aldolasa 

de extractos amibianos. Se observó una activación hasta en  un 93% 

de la actividad inicial por la adición de 0.143 mM CoCl2, y una 

inactivación del 100% con 10 mM de EDTA, lo que sugirió que la 

aldolasa amibiana pertenecía a las enzimas que requieren metal para 

su actividad (Kalra et al. 1969).  Sin embargo ya no hubo reportes 

posteriores que caracterizaran a esta enzima. 

 

      La ALDO de amiba está involucrada en la interconversión de 

hexosa a pentosa en una forma alterna de la vía de las pentosas 

fosfato para formar ribosa-5-fosfato para la síntesis de nucleótidos 

(Susskind, et al., 1981). 
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|                                                ||
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I.8 Propiedades de la gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa 

 

      La oxidación y fosfori lación del gliceraldehído 3-fosfato (G3P) es 

catalizada por la gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) 

(Fig. 10), que util iza los co-sustratos NAD+ y Pi. Esta reacción de 

oxidación del aldehído es una reacción exergónica que conduce a la 

síntesis de un acil-fosfato de “alta energía”, el 1,3-bifosfoglicerato 

(1,3-BPG). El acil-fosfato es un compuesto con un alto potencial de 

transferencia del grupo fosfori lo, el cual es posteriormente 

transferido a ADP en la primera reacción de fosfori lación a nivel de 

sustrato de la glucólisis.  La mayor parte de la energía l ibre de la 

oxidación del G3P se conserva en el grupo acil-fosfato de energía 

elevada (Lehninger, 1993).  

 

      El aceptor de hidrógeno en esta reacción es la coenzima NAD+ 

que es la forma oxidada de la coenzima dinucleótido de adenina y de 

nicotinamida. La reducción del NAD+  se produce por la transferencia 

enzimática de un ion hidruro (:H-)  desde el grupo aldehído del G3P  

a la posición 4 del ani l lo de nicotinamida del NAD+, conduciendo a su 

reducción en las posiciones del anil lo 1 y 4, para dar lugar a la 

coenzima reducida NADH. El otro átomo de hidrógeno de la molécula 

del sustrato aparece en el medio en forma de H+.  

 

       El NADH formado en esta reacción debe oxidarse de nuevo a 

NAD+, de modo que pueda participar en la degradación de muchas 

moléculas de glucosa a piruvato. Como el NAD+ sólo se encuentra en 

concentraciones limitadas en las células, la glucólisis se interrumpiría 

muy pronto por falta de NAD+. El Pi ataca al t ioester, formando el 
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acil-fosfato, 1,3-BPG, y regenerando la enzima libre. (Lehninger, 

1993). 

 

*Oxidación del gl iceraldehído 3-fosfato a  1,3-bifosfoglicerato 

 

∆G´° = +1,5 kcal/mol 

Fig. 10  Reacción enzimática de la GAPDH  (Voet, et al., 1999) 

 

      I.8.1 Propiedades de la Gliceraldehído 3-fosfato 

deshidrogenasa de Entamoeba histolytica 

 

Solo se ha reportado la detección de la actividad (Reeves, 1974) y 

una secuencia parcial del gen. 

 

I.9 Propiedades de la fosfoglicerato cinasa 

 

      La enzima fosfoglicerato cinasa (PGK) (Fig. 11), transfiere el 

grupo fosfato de energía elevada desde el 1,3-bifosfoglicerato al ADP 

con lo que se forma el ATP y se l ibera 3-fosfoglicerato (Lehninger, 

1993). 

 

           La reacción de la PGK y la precedente de la glucólisis 

catalizada por la GAPDH constituyen, conjuntamente, un proceso de 

acoplamiento de energía. Si se escriben las dos reacciones de nuevo 

se verá que el 1,3-bifosfoglicerato es el intermediario común. 
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      Se forma en la primera reacción  y su grupo acilfosfato se 

transfiere al ADP para formar ATP en la segunda reacción. 

 

      El resultado de estas dos ecuaciones, ambas reversibles en 

condiciones celulares, es que la energía l iberada en la oxidación de 

un aldehído  a grupo carboxilato  se ha conservado por la formación 

acoplada  del ATP a partir del ADP y del fosfato. La producción de 

ATP  acoplada a una transformación enzimática de un “sustrato” es 

decir, un intermediario metabólico tal como el gliceraldehído 3-fosfato 

se define como una fosfori lación a nivel de sustrato (Lehninger, 

1993). 

 

1,3 bifosfoglicerato (1,3BPG) 3fosfoglicerato (3PG) 

 Gliceraldehído 3-fosfato (G3P)                     1,3 bifosfoglicerato(1,3BPG) 

NAD+Pi       NADH

ADP       ATP
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*Transferencia del fosfato desde el 1,3-bifosfoglicerato al ADP 

 

 

∆G´°= -4,50 kcal/mol 

     Fig. 11 Reacción enzimática de la PGK (Voet, et al., 1999) 

 

I.9.1  Propiedades de la fosfoglicerato cinasa de Entamoeba 

histolytica 

 

       La actividad de la PGK fue reportada por Bragg y Reeves en 

1962.  En 1974, Reeves reportó una actividad específica en extractos 

clarif icados de amiba de 0.86 µmol/minxmg, mientras que la enzima 

parcialmente purificada presentó una actividad de 52 µmol/minxmg.  

 

      También reportaron las Kms para los diferentes sustratos: GDP 

0.3 mM; ADP 10 mM; GTP 0.25 mM, ATP 1.2 mM; 3-fosfoglicerato   

0.4 mM. Como se puede observar,  la PGK de E. histolytica muestra 

una mayor preferencia por los nucleótidos de guanina que por los de 

adenina (150 veces mayor por GDP que por ATP). Debido a esta 

característica, en la clasificación de enzimas la PGK de amiba se le 

asignó un número diferente (2.7.2.10) que el que se le asignó a la 

enzima dependiente de ADP (2.7.2.3). 

 



 

 

II. JUSTIFICACIÓN 

 

 Entamoeba histolytica es responsable de miles de muertes por 

año a nivel mundial. La única terapia actual para el tratamiento de 

esta enfermedad es la administración de metronidazol y sus 

derivados; sin embargo, este tratamiento es eficiente solamente para 

casos leves y moderados de amibiasis. Entre el 40 a 60% de los 

pacientes tratados, se ha observado la permanencia del parásito en el 

intestino además de que existen reportes recientes en los que se 

describe la obtención in vitro de cepas resistentes al fármaco 

(Saavedra, et al., 2005). Estas observaciones indican que es 

necesario el desarrollo de nuevas estrategias para el tratamiento 

futuro de esta enfermedad.   

  

E. histolytica es un parásito que principalmente obtiene su 

energía en forma de ATP a través de la glucólisis, por lo que las 

enzimas glucolít icas podrían ser un buen blanco terapéutico para 

afectar una vía metabólica esencial del parásito. 

 

       Sin embargo, como se ha revisado en los antecedentes, existe 

muy poca información sobre las enzimas de esta vía metabólica. Por 

lo que el objetivo principal de este trabajo de tesis es la de obtener 

información cinética y estructural sobre las enzimas glucolít icas 

amibianas de las cuales la información existente es escasa o no 

existe. 

 

Estos estudios son pertinentes dentro del proyecto de 

investigación general de nuestro laboratorio en el que se está 

determinando cómo es que se controla el f lujo glucolít ico en el 



 

 

parásito para identif icar a las enzimas que tienen el mayor control del 

f lujo y proponerlas como blancos terapéuticos. 

 



 

 

III.  HIPOTESIS GENERAL 

 

       Si la producción de energía en la amiba recae en la glucólisis y no 

se ha reportado algún tipo de regulación para la PPi-PFK y PPDK, la 

distribución del control del flujo glucolítico en el parásito debe ser 

diferente al que se presenta en otras células en donde el control del 

f lujo de la vía reside en la ATP-PFK, PK y HK.  Enzimas que presentan 

una baja eficiencia catalítica serán posibles puntos de control del 

f lujo glucolít ico. 

 

      La caracterización bioquímica de todas las enzimas de la vía es 

necesaria para estudiar la glucól isis desde el punto de vista del 

control metabólico. 

  

       La presente tesis forma parte del proyecto “Análisis del control 

metabólico de la glucólisis en Entamoeba histolytica” del laboratorio 

de la Dra. Emma Saavedra Lira. 

 

 



 

 

 

IV. OBJETIVOS 

 

IV. I    Objetivo General   

 

      Caracterizar bioquímicamente a la HPI, ALDO, GAPDH y PGK 

recombinantes de E. histolytica, enzimas glucolít icas de las cuales se 

cuenta con poca o nula información. 

 

 

IV. II   Objetivos Particulares  

 

*  Identif icar los genes en el banco de secuencias del               

    genoma de  E. histolytica 

      *  Clonar los genes      

*  Sobre-expresar las proteínas en un sistema bacteriano 

     *  Purificar las proteínas recombinantes 

      *  Caracterizar bioquímicamente a las enzimas  

 Determinar su estabil idad al almacenamiento 

 Determinar su estructura oligomérica 

 Determinar los parámetros cinéticos  

•  (Vmáx y Km para cada sustrato en la reacción 

directa (Fw) y reversa (Rw) a pH óptimo y 

fisiológico)  

• Determinar el efecto de activadores o 
inhibidores de la actividad enzimática  



 

 

 

    V. APENDICE 

 

Buffer PBS 

NaCl ................................................................  137 mM 

KCl ..................................................................  2.7 mM 

Na2HPO4 ...........................................................  10 mM 

KH2PO4 ..............................................................  2 mM 

Ajustar pH a 7.4   

 

Medio de cultivo Luria Bertani  (LB) 

Líquido 

NaCl ................................................................  1.0% 

Triptona ...........................................................  1.0% 

Extracto de levadura ...........................................  0.5% 

 

Sólido 

Adicionar agar bacteriológico ...............................  1.5% 

 

Buffer TBE 0.5X 

Tris  ..................................................................   45 mM 

Acido Bórico  .......................................................  45 mM 

EDTA  .................................................................   1 mM 

 

Buffer de carga p/gel de agarosa (Stop mix) 

Azul de bromofenol ..............................................   0.25% 

Sacarosa ............................................................     40% 

 

 

 

 



 

 

 

Solución teñidora para geles 

Etanol 95% ..........................................................   50%  

Ácido acético glacial ..............................................   10% 

H2O ....................................................................   40% 

Azul bri l lante de Coomassie R250 .............................    2% 

 

Solución desteñidora para geles 

Metanol ..............................................................    50% 

Ácido acético glacial .............................................    7.5% 

H2O ...................................................................   4.25% 

 

Soluciones para cuantificar proteínas por Lowry (1951) 

Solución  “A” 

Na2CO3 ...............................................................      2% 

NaOH  ................................................................    0.4% 

Tartrato de Na-K  .................................................   0.16% 

Dodecil sulfato de sodio  ........................................       1% 

 

Solución  “B” 

CuSO4  ................................................................     4% 

 

Buffer mix p/ medir actividad enzimática 

Imidazol  ..........................................................  50 mM   

Acetato  ...........................................................  10 mM 

MES  ................................................................  10 mM 

Tris  ...............................................................    10 mM



 

 

 

ABREVIATURAS  
 

ALDO: aldolasa 

AMP: monofosfato de adenosina 

ATP: trifosfato de adenosina 

CTAB: ceti l-tr imeti l bromuro de amonio 

DHAP: dihidroxiacetona fosfato 

DNA: ácido desoxirribonucleico 

EDTA: ácido eti leno diamino tetra acético 

FBP: fructosa-1,6-bifosfato 

GAPDH: gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 

G3P: gliceraldehído-3-fosfato 

GDP: difosfato de guanosina 

His: histidina 

HPI: hexosa-6-fosfato Isomerasa 

IPTG: isopropilt iogalactósido 

KDa: ki lo Daltones 

Km: constante de Michaelis 

Keq: constante de equil ibrio 

mM: mil imolar 

µM: micromolar 

PCR: reacción en cadena de la polimerasa  

PBS: buffer de fosfatos 

PGK: fosfoglicerato cinasa 

PP: precipitado 

PPi: pirofosfato inorgánico 

PPi-PFK: fosfofructocinasa dependiente de pirofosfato 

PPDK: piruvato fosfato dicinasa 

SDS: dodecil sulfato se sodio 

SN: sobrenadante 



 

 

 

TBE: buffer Tris, ácido bórico y EDTA 

TCA: Ácido tri-cloroacético 

X-gal: 5-bromo-4-cloro-3-indoli l-β-D galactopiranósido 

Vmax: velocidad máxima 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

VI. METODOLOGÍA 

 

 VI. 1 Identificación de los genes. 

     Se realizaron búsquedas en el banco de secuencias traducido del 

proyecto de secuenciación del genoma de Entamoeba histolytica  en 

The Institute for Genomic Research (TIGR; 

www.tigr.org/+db/e2k1/ena1/) uti l izando como sonda las secuencias 

de aminoácidos de las enzimas glucolít icas de otros organismos.  La 

identidad de los genes localizados se comprobó mediante 

alineamientos usando el programa BLAST (Basic Local Alignment 

Search Tool) del servidor público PubMed 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).  De esta manera se identificaron las 

secuencias de los genes que codifican para las proteínas estudiadas. 

Se determinaron los porcentajes de similitud e identidad de las 

secuencias de aminoácidos a través de un análisis tipo BLAST en el 

banco de proteínas, usando el motor BLAST. 

 

VI. 2 Diseño de oligonucleótidos 

 

      A partir de las secuencias de nucleótidos de los extremos 5´y 3´ 

de los genes, se diseñaron oligonucleótidos que comprenden la 

secuencia codificante de los primeros 5-6 aminoácidos y de los 

últimos 4-5, para amplif icar los genes por reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR). Los ol igonucleótidos tenían sitios de corte para 

enzimas de restricción, lo que facil itó la subclonación de los genes en 

plásmidos. A continuación se muestra la secuencia de los 

oligonucleótidos. 

  

 

 



 

 

*   Hexosa-6-fosfato isomerasa 

oligonucleótido directo 

EhHPI   Fw 1 
5´ gct tct aga  cat atg  tta caa act ctt cct   3´ 
 
            XbaI     NdeI 
 

Oligonucleótido reverso 

EhHPI   Rw 1 

3´ tac tct ttt ttg att cct agg  ttc gaa ta  5´ 
 
                        BamHI    HindIII 
*  Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa 

oligonucleótido directo 

EhGAPDH   Fw 1 

5´ gtc tct aga   cat atg  tca att aag gtc ggt 3´ 
               
         XbaI      NdeI 
 
Oligonucleótido reverso 

EhGAPDH   Rw 1 

3´ aga ttt caa gtg att  cct agg  ttc gaa  ta  5´ 
                         
                         BamHI    HindIII 
 

*  Aldolasa 

oligonucleótido directo 

EhALDO   Fw1 
5´ gta  gct agc  gct gct aag act gtt  3´ 
          
           NheI 
 
Oligonucleótido reverso 

EhALDO   Rw 1 

3´ cct ttt agt acc ata  att ttc  gaa cga  5´ 
                        
                             HindIII 



 

 

*  Fosfoglicerato cinasa  

oligonucleótido directo 

EhPGK   Fw 1 

5´ gtc tct aga  cat atg   gga ttt  act  aaa  3´ 
                 
         XbaI     NdeI 
 
Oligonucleótido reverso 

Eh PGK   Rw 1 

3´ cta cta cga ctt att cct agg ttc gaa ta  5´ 
                                   
                        BamHI    HindIII 

 

 

 



 

 

VI. 3  Extracción de DNA genómico de E. histolytica 

 

      Trofozoítos de la cepa HMI:MSS  se aislaron a partir de un 

absceso hepático amibiano inducido en hámster de acuerdo a técnicas 

establecidas (Saavedra et al, 2004). Brevemente, 7x105 trofozoítos se 

inoculan en 50 mL de medio TYI-S-33 (Diamond, 1978) y se incubaron 

por 72 hrs a 36.5°C. Las amibas se cosecharon por centrifugación a 

2450 x g durante 5 min; posteriormente se lavaron dos veces con PBS 

pH 7.4 y se cosecharon.  

 

Para purif icar el DNA se siguió la metodología descrita en la 

página de Internet de Entamoeba histolytica 

(http://homepages.lshtm.ac.uk/entamoeba/dnaisoln.htm).  

El pellet celular se alicuoteó en volúmenes de 50 µL a los que 

se les agregaron 250 µL de buffer de l isis (0.25% SDS, 0.1 M EDTA 

pH 8.0). A dicho l isado se le agregó  proteinasa K a una 

concentración final de 10 µg/mL y se incubaron  a 55°C durante una 

hora. Se agregó 0.9 mM de NaCl; se mezcló cuidadosamente y se 

agregó 1% de CTAB (bromuro de cetiltr imetilamonio) previamente 

calentado a 55°C; se mezcló y se incubó a 65°C por 20min. El CTAB 

es un detergente cátionico que atrapa a los carbohidratos asociados 

al DNA en condiciones salinas. Posteriormente a temperatura 

ambiente se adicionó 1 vol. de cloroformo, se mezcló por inversión y 

se centrifugó a 4,200 x g durante 10 min en microcentrífuga para 

precipitar el complejo CTAB-polisacáridos y   el iminarlo. 

 

      El sobrenadante, que contenía el DNA genómico, se transfir ió a 

un nuevo tubo y se extrajo con 1 vol. de fenol-cloroformo (1:1) para 

eliminar impurezas (proteínas), se mezcló por inversión y se 

centrifugó a máxima velocidad en microcentrífuga. El sobrenadante se 



 

 

extrajo 1 vez con cloroformo, se transfirió  a otro tubo y se le 

agregaron dos volúmenes de etanol absoluto para precipitar el DNA, 

se mezcló por inversión y se incubó durante 5 min a temperatura 

ambiente. Posteriormente se centrifugó  a máxima velocidad durante 

15 min. Se desechó el sobrenadante, y el precipitado (DNA) se lavó 

con 1 mL de etanol al 70%.  Se centrifugó por 5 min  y se dejó secar 

a temperatura ambiente. Finalmente el DNA se resuspendió en 50 µL 

de H2O estéri l. 

 

VI. 4  Clonación de los genes 

 

      Los genes que codifican para las enzimas glucolít icas de nuestro 

interés se amplificaron por el método de Reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR). A partir de los oligonucleótidos descritos 

anteriormente y uti l izando como templado el ADN genómico de amiba. 

El PCR es un proceso cícl ico mediante el cual se puede obtener un 

número il imitado de copias de un gen blanco. Este consiste de tres 

pasos: desnaturalización del templado basándose en temperaturas 

altas (92°C), alineamiento de los oligonucleótidos a las hebras 

templado a temperaturas variables (37- 60°C) y extensión de las 

hebras complementarias 72°C, catalizada por una DNA polimerasa 

termoestable. Este ciclo se repite un número l imitado de veces para 

incrementar la concentración preferencial de los genes de interés. A 

continuación se describe los componentes de la mezcla de reacción. 

 



 

 

Concentración de reactivos para una reacción de PCR (50 µL)  

10X Buffer 10mM Tris-HCl pH 8.3-8.8 .......................   1x 

dNTPs .................................................................   0.2 mM 

MgCl2  .................................................................   1.5 mM 

DMSO ..................................................................  1% 

BSA .....................................................................  0.05 mg  

Oligonucleotido 5´..................................................  200 ng 

Oligonucleotido 3´..................................................  200 ng 

ADN .....................................................................  ∼1 µg 

Enzima .................................................................  1 U 

 

Condiciones 

1 ciclo             95°C .................. 5 min. 

 

                95°C .....................  1 min.    (desnaturalización)                           

40 ciclos     42.5 – 57.5°C ........   1 min.       (alineamiento) 

                72°C  ....................   2 min.          (extensión)  

1  ciclo          72°C .................  10 min. 

  

 

VI. 5  Electroforesis de ADN 

 

      Los productos de PCR obtenidos se separaron en un gel de 

agarosa-TBE al 0.8% con 0.5 µg/mL de bromuro de etidio y se 

separaron las muestras a 100 volts. Se uti l izó marcador de peso 

molecular de ADN de 1Kb (Invitrogen). En este método, los productos 

obtenidos se separan de acuerdo a su peso molecular. Los fragmentos 

de DNA se observaron con ayuda de un transiluminador de luz 

ultravioleta (UV), ya que el bromuro de etidio se intercala entre las 

bases del ADN y éste fluoresce al irradiarse con luz UV. 



 

 

VI. 6  Purificación del gen amplificado 

 

      El fragmento de DNA del tamaño esperado de acuerdo a la 

secuencia del gen, se cortó del gel y se  purif icó por la técnica de 

Gene clean según las instrucciones de los proveedores (Bio-101). La 

purif icación se basa en agregar  450% NaI y 50% TBE modifier, en 

donde las altas concentraciones de las sales remueven el DNA del gel 

de agarosa para unirse al “glassmilk” (perlas de vidrio) a baja 

temperatura. Posteriormente se hicieron lavados a las perlas para 

eliminar impurezas con una solución con sales y etanol (New wash) y 

el ADN se eluyó de la resina en volúmenes pequeños de H2O estéri l.  

 

 

VI. 7  Reacción de ligación  

 
       Una vez purif icados los fragmentos, se l igaron al Vector pGEM-T 

easy (Promega), haciendo un combinado con Rapid l igation Buffer y 

T4-ADN ligasa (3 U/µ l). El pGEM-T easy es un conveniente para clonar 

productos de PCR ya que el vector l inearizado posee tres timinas en 

ambos extremos, mientras que la Taq polimerasa agrega adeninas en 

ambos extremos del producto de PCR amplif icado, lo que permite el 

reconocimiento del fragmento con el vector. La reacción de l igación 

se l leva a cabo por una T4-ADN ligasa incubándose toda la noche a 

4°C para obtener el mayor número de transformantes. 

 



 

 

VI. 8  Obtención de células competentes por CaCl2 

 

 Se prepararon células competentes de Escherichia coli para 

util izarlas como hospedante de los plásmidos recombinantes.  

       

En un cult ivo de 5 mL de medio Luria-Bertani (Sambrook, J., E. 

F. Fritsch, and T. Maniatis. 1989) sin antibiótico, se inoculó una 

colonia de bacterias   E. col i  de las cepas Top 10 (Invitrogen) o BL21 

DE3pLysS (Novagen) y se crecieron toda la noche a 37°C. 

 

      Al siguiente día se inocularon 50 mL de medio LB con 500 µL del 

cultivo bacteriano y se incubaron a 37°C en agitación hasta que 

alcanzaron una absorbancia de 0.4-0.5 a 660nm (esto normalmente 

toma de 2-3 hrs). El cultivo se enfrió en hielo por 10 min. y se 

transfirió a tubos de 50 mL estéri les.  Las células se centrifugaron por 

10 min. a 2450 x g a 4°C. El precipitado celular se resuspendió en 33 

mL de CaCl2 0.1M estéri l, previamente enfriado a 4°C. Las células se 

incubaron por 1 hr en hielo, para posteriormente ser cosechadas por 

centrifugación  durante 10 min a 2450 x g a 4°C. El precipitado se 

resuspendió en 2 mL de una solución estéri l de CaCl2 0.1 M con 17% 

glicerol y se alicuoteo en volúmenes de 100 µL en tubos eppendorf 

estériles, previamente enfriados en hielo para su almacenamiento a 

−70°C.  Estas células ahora son permeables a la entrada del plásmido 

ajeno a el las. 



 

 

VI. 9 Transformación 

 

       La reacción de l igación se mezcló con 50 µL de las células 

competentes y se incubó en hielo durante 1 hr.  Posteriormente se les 

dio un choque térmico durante 2 min a 42°C. para que los poros de la 

membrana de la bacteria se abrieran y se permitiera la entrada del 

plásmido. Las células se incubaron  en hielo por 5 min. para ser  

estabil izadas. Después se agregó 1 mL de medio LB sin antibiótico y 

se incubaron a 37°C 1 hr (para que las bacterias se recuperaran del 

choque térmico). Las células se cosecharon a 450 x g durante 5 min y 

se les agrego IPTG 0.5 mM y 80 µg/mL X-gal y se plaquearon en 

medio  LB sólido con 100 µg/mL de ampici l ina.   

 

      Las transformantes se seleccionaron por resistencia a ampici l ina 

y por el color blanco de la colonia, ya que la clonación de un inserto 

en este vector interrumpe la secuencia codificante de la β-

galactosidasa dando lugar a colonias blancas, mientras que en las 

colonias  azules el inserto no se integró al plásmido y la β-

galactosidasa  rompe al sustrato cromógeno (X-gal) dando el color 

azul característico. Habiendo identificado las posibles colonias con los 

plásmidos que contenían el gen de interés, se realizó un cultivo con 

cada una de las colonias blancas seleccionadas para purificar DNA 

plasmídico. 

 



 

 

VI. 10  Easy preps (Purif icación del plásmido a pequeña escala) 

 

      Se realizaron cultivos de células E. col i transformadas en 3 mL de 

LB adicionado con 100 µg de ampicil ina por mL y se incubaron 

durante toda la noche a 37°C en agitación. Las células se cosecharon 

por centrifugación a 450 x g durante 5 min. El precipitado bacteriano 

se resuspendió en 100 µL de buffer de l isis  (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 

1 mM EDTA, 15% sacarosa, 2 mg/mL de l isozima, 0.2 mg/mL RNAsa 

pancreática, 0.1 mg/mL BSA) y se incubó 5 min a temperatura 

ambiente, dejando actuar a los componentes para la l isis de las 

células. Posteriormente el l isado se hirvió por 1 min e 

inmediatamente después se incubó en hielo durante 1 min;  esto 

permitió que las proteínas y el DNA genómico bacterianos se 

precipitaran. Posteriormente se centrifugó a máxima velocidad 

durante 15-20 min a temperatura ambiente (en microcentrífuga), y el 

sobrenadante que contenía los plásmidos se guardó a 4°C. 

 

VI. 11  Caracterización de los genes 

 

      Mediante anál isis de digestión con enzimas de restricción y 

secuenciación se comprobó la identidad de los genes que se 

amplificaron. La digestión del DNA se realizó con  0.5 U de cada 

enzima de restricción, buffer apropiado para cada enzima y 5-10 µL 

del plásmido  (easy prep). Las digestiones se incubaron durante 1-

2hrs a 37°C. Posteriormente, se corrieron 10 µL de la digestión más 5 

µL de stop mix (ver ápendice) en un gel de agarosa-TBE al 0.8%, 

junto al marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA ladder 

(Invitrogen), para corroborar que los plásmidos recombinantes 

posean el gen y que sean del tamaño adecuado. De las colonias 

bacterianas seleccionadas se hicieron cultivos de 1.5 mL de medio LB 



 

 

adicionado con 100 µg/mL de ampicil ina y se incubaron durante toda 

la noche a 37°C con agitación para purif icar el plásmido por  el 

método de mini prep. 

 

VI. 12   Mini preps (Purificación del plásmido a mediana escala) 

 

      Este método permitió la purificación del plásmido con un mayor 

grado de pureza. Las purificaciones se realizaron uti l izando el Kit SV 

miniprep (Promega). El cult ivo bacteriano se centrifugó durante 5min. 

a máxima velocidad, el precipitado se resuspendió con 250 µL de 

solución para resuspender, se agregaron 250 µL de solución de l isis y 

se mezcló muy bien. Posteriormente se agregó 10 µL de proteasa 

alcalina para eliminar proteínas celulares y se incubaron durante 5 

min a temperatura ambiente. Se agregó 350 µL de solución 

neutralizante para detener la acción de la proteasa y de la solución 

de l isis; se centrifugó a máxima velocidad por 10 min en una 

microcentrífuga a temperatura ambiente.  

 

      El l isado obtenido se paso a través de un tubo-columna con una 

membrana que tiene afinidad por el DNA, por centrifugación a 

máxima velocidad durante 1 min. Se hicieron dos lavados al tubo-

columna  con solución la cual contenía etanol, para eliminar las 

impurezas del DNA. Finalmente el DNA se eluyó con 100 µL de H2O en 

un tubo eppendorf y se almacenó a -20°C. 

 



 

 

VI. 13   Corroboración de la identidad del gen 

 

      Los fragmentos de interés clonados en los plásmidos se enviaron 

para secuenciación automática por los ol igonucleótidos SP6 y T7, en 

la unidad de Biología Molecular del “Instituto de Fisiología 

Celular” de la UNAM. La secuencia resultante se comparó con la 

secuencia de nucleótidos identif icada para cada gen en el banco de 

secuencia de E. histolytica,  para comparar que lo que se amplif icó 

era el gen completo y que no poseía ninguna mutación, deleción o 

inserción introducida por el método de  PCR. 

 

 

VI. 14   Sobre-expresión de las proteínas 

 

      Una vez corroborada la identidad del gen amplif icado, éste se 

clonó por digestión con las enzimas de restricción apropiadas en el 

vector de expresión pET28 (Novagen).  El vector pET es un sistema 

muy eficaz para la clonación y expresión de proteínas recombinantes 

en E. coli.  Los genes se clonaron fusionados a una secuencia que 

codifica para seis histidinas en su extremo amino terminal. Los 

plásmidos resultantes se emplearon para transformar células BL21 

DE3pLysS, que permiten la sobre-expresión del gen blanco. Basado en 

el promotor T7 del genoma de la bacteria hospedero se introdujo un 

fragmento de DNA del fago T7 que incluye un promotor lac inducible 

por IPTG, el cual se encuentra unido al gen que codifica para la RNA 

polimerasa del fago T7. La síntesis de esta polimerasa se inicia con la 

adición de IPTG. La T7 RNA polimerasa se une al promotor T7 del 

plásmido recombinante pET, iniciando la transcripción del gen de 

interés (Fig.12).  

 



 

 

 

 

    Fig. 12 “Vector pET”  para sobre-expresar proteínas en un     
                sistema bacteriano 
 

      Se prepararon cultivos l íquidos de algunas de las colonias 

bacterianas de color blanco, en 3ml de medio LB adicionado con 30 

µg/mL de  kanamicina y se incubaron a 37°C hasta alcanzar una 

O.D.600nm= 0.6, posteriormente se indujo la expresión de los genes 

blanco con la adición  de IPTG (isopropiltiogalactosido) a una 

concentración final de 0.4 mM.  Los cultivos se dejaron incubando 

toda la noche a temperatura ambiente en agitación para que la 

proteína se sobre-expresara en forma soluble.  

 

      La sobre-expresión de las proteínas se monitoreó por 

electroforesis en geles de poliacri lamida-dodecil sulfato de sodio 

(PAGE-SDS). Se seleccionaron algunas colonias bacterianas que para 

identif icar en cual de ellas se obtenía una mayor sobre-expresión de 



 

 

la proteína. Una vez identif icada la colonia, se escalaron los cultivos 

de sobre-expresión a 50 mL de medio LB con kanamicina, siguiendo el 

protocolo de expresión anteriormente descrito. Posteriormente las 

células se cosecharon a 2450 x g por 10 min y el precipitado celular 

se resuspendió en 10mL de buffer de lisis que contenía 100 mM 

trietanolamina-HCl pH 7.4, 300 mM NaCl, 2 mM imidazol y una mezcla 

de inhibidores de proteasas l ibre de EDTA (Roche).  En el caso de la 

ALDO y GAPDH se agregó al buffer de l isis 10 mM de β-

mercaptoetanol.  

 

      Las células se l isaron por sonicación a 4°C (5 pulsos de 1 min a 

intervalos de 2 min). El l isado celular se centrifugó a 12,000 x g por 

15 min. El sobrenadante se transfirió a otro tubo y el precipitado se 

resuspendió en 2 mL de buffer de l isis.  Alícuotas del sobrenadante y 

del precipitado se separaron en geles de PAGE- SDS al 12.5% para 

detectar si la proteína se sobre-expresó de manera soluble 

(sobrenadante), o si se localizó en el precipitado formando cuerpos 

de inclusión. Una vez establecido que la sobre-expresión de las 

proteínas se real izó preferentemente en forma soluble se procedió a 

la purificación. 

 



 

 

VI. 14.1   Purificación de la proteína.  

 

      Se realizaron cultivos de 100 mL en medio LB de bacterias que 

sobre-expresan a las proteínas glucol ít icas de nuestro interés, como 

se describió anteriormente.  

 

      Las proteínas se purificaron por cromatografía de afinidad por 

metales (cobalto) (TALON, Clontech). 

 

      El sobrenadante del sonicado de las bacterias que sobre-

expresan las enzimas recombinantes, se agregó a 1 mL de resina 

acoplada a cobalto previamente equilibrada con buffer de l isis y se 

incubó en agitación por 20 min. Posteriormente, la mezcla 

(sobrenadante y resina), se centrifugó a 1 250 x g por 5 min para 

recuperar la resina y se desecho el sobrenadante (lo que no se pegó 

a la columna), del cual se tomó una alícuota para verif icar que la 

proteína se encontrara pegada a la columna. La resina con la proteína 

unida se lavó tres veces con 10 mL de buffer de l isis que contenía 

una concentración de imidazol de 2 mM (lavado 1,2 y 3). Después se 

hizo un lavado con 10mL de buffer de lisis con una concentración de 

imidazol de 10mM (lavado 4), y f inalmente  la proteína se eluyó con 5 

mL de buffer de lisis con una concentración final de imidazol de 100 

mM y se recuperaron 5 fracciones de 1 mL de cada una de las 

proteínas purificadas. 

 

      



 

 

VI. 15   Almacenamiento de las proteínas recombinantes. 

 

        Las proteínas recombinantes recién purif icadas se almacenaron 

en diferentes alícuotas en presencia de glicerol a una concentración 

final de 50% a 4° C y –20°C y en 3.2 M de sulfato de amonio a 4oC. 

La estabil idad de las proteínas se determinó midiendo las actividades 

enzimáticas a diferentes intervalos de tiempo. De esta manera se 

pudo identif icar la mejor condición de almacenaje. 

 
VI. 16   Electroforesis en geles de  poliacrilamida-SDS 

 

     Se uti l izó el método de Laemmli (Laemmli, 1970) para separar 

proteínas de acuerdo a su peso molecular en condiciones 

desnaturalizantes. Este método se basa en que el SDS desnaturaliza a 

las proteínas y les confiere carga negativa, permitiendo de esta 

manera que migren hacia la carga positiva (ánodo) debido únicamente 

a su peso molecular. El SDS  enmascara la carga intrínseca, de modo 

que las proteínas tratadas tienden a exhibir idénticas relaciones 

carga-masa y formas semejantes (Voet, 1999).  

Se prepararon geles desnatural izantes de poliacri lamida-SDS al 

12.5% (Gel separador: 12.5% de poliacri lamida, 25% de buffer de 

separación, 0.15% de persulfato de amonio, 0.06% de TEMED, gel 

concentrador: 25% de buffer concentrador, 17% de poliacri lamida, 

0.15% de persulfato de amonio, 0.14% de TEMED). Las muestras de 

proteínas se mezclaron con buffer muestra (2x SDS Gel-loading 

buffer: 100 mM tris-HCl pH 6.8, 0.2% azul de bromofenol, 20% 

glicerol, 200 mM β-mercapto-etanol) y se hirvieron durante 5 min en 

baño maría. Las muestras se sometieron a electroforesis a 150 volts 

por 1hr. El gel se tiñó con azul de Coomassie (solución teñidora) y 

posteriormente se destiñó (ver la sección de buffers para la 



 

 

composición de estas soluciones).  El resultado  se observó a través 

de luz blanca.  

 

VI. 17   Determinación del grado de pureza de las proteínas 

recombinantes 

 

       A partir del gel PAGE-SDS desnaturalizante se determinó el 

grado de pureza de las proteínas purif icadas mediante análisis  

densitométrico. 

 

VI. 18   Cuantificación de proteínas  

 

      La concentración de proteína se determinó por el método de 

Lowry (Lowry et al., 1951), a partir de al ícuotas de proteínas 

precipitadas con TCA a una concentración final del 13%, esto con el 

f in de eliminar la interferencia del imidazol en la cuantificación. Se 

tomaron aproximadamente 20 µL del sobrenadante del extracto 

bacteriano y 174 µL de la proteína purif icada. Se precipitaron las 

muestras  con TCA toda la noche a -20°C. Posteriormente  se 

centrifugaron dos veces a 20,379 g durante 10min a 4°C, para 

eliminar el TCA. El precipitado se resuspendió en 100 µ l  de SDS 5% y 

se procedió a real izar la cuantif icación de las proteínas.  

Se realizó una curva patrón con  albúmina de suero de bovino 

(BSA) con concentraciones de 0, 20, 40, 60 y 80 µg llevados a 100 µL 

con H2O.  Posteriormente a todas las muestras se les  agregó 1 mL de 

mezcla (sol. A: sol. B 1:50, ver descripción de apéndice), se vortexeó 

y se incubó por 10 min. a temperatura ambiente. Después se agregó 

100 µ l  del reactivo de Folin 1:2 y se incubó de 15 - 30 min a 

temperatura ambiente. Se midió la absorbancia de cada muestra a 

660 nm. Se construyó la curva patrón de absorbancia versus 



 

 

concentración de BSA y se ajustó por regresión l ineal. Las 

absorbancias obtenidas a partir de las muestras de las proteínas se 

interpolan a la absorbancia de la curva patrón para determinar la 

concentración de proteína  de las enzimas purificadas.  

 

VI. 19  Determinación de parámetros cinéticos  

 

     Una vez purificadas las proteínas se determinaron los parámetros 

cinéticos Km y Vmax con ensayos acoplados con otras enzimas 

comerciales util izando metodologías estándares modificadas 

(Bergmeyer, 1983). En dirección directa (glucólisis) e indirecta 

(glucógenolisis), debido a que las cuatro enzimas son reversibles. 

(Fig. 5). La reducción de NAD+ y NADP+ o la oxidación de NADH Se 

midió a 340nm en un espectrofotómetro. El buffer de incubación 

(buffer mix) es una mezcla de 50 mM imidazol, 10 mM de acetato, 10 

mM MES, 10 mM Tris, el pH se ajustó como se indica para cada 

enzima. La reacción directa de EhPGK se midió en buffer de 50 mM de 

fosfato de potasio, 10 mM de acetato, 10 mM MES y 10 mM Tris. 

     La determinación de la dependencia al pH  se realizó ajustando el 

buffer a intervalos de 0.25 – 0.5. Los parámetros cinéticos  se 

determinaron a pH óptimo para cada enzima, así como a  pH 6.0 y 7.0 

debido a que existe un único reporte  donde se menciona que el pH 

citosólico de E. histolytica  es cercano al pH del medio de cultivo que 

es de 6.5 (Aley, et al. 1984). Las reacciones fueron iniciadas  con la 

adición del sustrato específico para cada enzima. Los valores de Km 

fueron calculados por la ecuación de inhibición por sustrato de 

Michaelis-Menten; usando el programa Microcal Origin. 

  A continuación se describen los componentes del medio para 

los ensayos enzimáticos. 



 

 

*Hexosa 6-fosfato isomerasa 

 

Reacción directa 

 

 

                                        ALDO      Gliceraldehído 3-fosfato 

G6P           F6P            F1,6BP                TIM 

     EhHPI      EhPPi-PFK                       Dihidroxiacetona fosfato         

                                                 GDH 

 

                                                  Glicerol 3-fosfato 

      Las condiciones del ensayo enzimático para la determinación de 

la Vmax y Km para los diferentes sustratos son: Buffer mix pH 6.0, 

7.0 y 8.0, 10 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 0.15 mM NADH, 1 - 1.5 U PPi-

PFK, 0.36 - 0.45 U Aldolasa (Roche), 1.5 - 3 U de α-glicerofosfato 

deshidrogenasa 4.5 - 9 U triosa fosfato isomerasa (mezcla TIM-GDH 

Roche), 1 mM PPi y glucosa 6-fosfato (G6P) variando la concentración 

entre 0.1 - 8 mM. La reacción se inició con la adición de 0.19 - 0.23 U 

de EhHPI. 

 

  NADH
 
  NAD+



 

 

Reacción reversa 

 

 

                                    NADP    NADPH 
             EhHPI 

  F6P                     G6P                         lactona o fosfogluconato 

                                          G6PDH 

 

 

      Buffer mix pH 6.0, 7.0 y 8.0, 5 mM  MgCl2, 0.5 mM NADP+, 2 U 

glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH Roche), 5 mM fructosa 6-

fosfato (F6P). La reacción se  inició con la adición de 0.19 - 0.23 U  

EhHPI. Para determinar el  valor de Km por F6P se varió la 

concentración de este sustrato entre 0.1 - 8 mM. 



 

 

 

*Aldolasa 

 

Reacción directa                        

 

 

      Las condiciones del ensayo enzimático: Buffer mix pH 6.0 y 7.0,  

0.15 mM NADH, con o sin 0.2 mM CoCl2, 1.5 - 3 U α-glicerofosfato 

deshidrogenasa (αGPDH, Roche), 4.5 - 9 U triosa fosfato isomerasa 

(mezcla TIM-GDH, Roche) y 0.5 mM fructosa 1,6-bifosfato (F1,6P2). 

La reacción se inició con 0.044 – 0.2 U EhALDO. El valor de Km se 

determinó variando la concentración de F1,6P2 entre 0.008 - 2 mM. El 

efecto  de metales divalentes se determinó por ensayos cinéticos a pH 

7.0 en presencia de 0.1 mM EDTA y variando las concentraciones de 

los metales divalentes 

 

 Gliceraldehído 3-fosfato 

EhALDO  
Fructosa 1 - 6 - bifosfato                                                   TIM 

Dihidroxiacetona fosfato  

NADH 

Glicerol 3-PDH
NAD + 

Glicerol 3 - fosfato 

+ 

- 



 

 

 

Reacción reversa     

 

                    

Buffer mix pH 6.0 y 7.0, 15 mM MgCl2, 1 mM NADP+, 0.5 mM CoCl2,  

2 - 4 U G6PDH; 6 - 8 U EhHPI, 0.5 - 1 U EhPPi-PFK, 10 mM Pi, 2 mM 

dihidroxi-acetona fosfato (DHAP), 0.55 mM G3P y 0.044 - 0.2 U de 

EhALDO. La reacción se inició con la adición de G3P. Para determinar 

los valores de Km por G3P y DHAP se varió la concentración de estos 

sustratos entre 0.009 - 2.7 mM y 0.05 - 3 mM respectivamente. 



 

 

 

*Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa 

 

Reacción directa 

 

      Las condiciones del ensayo enzimático: Buffer mix pH 6.0, 7.0 y 

8.0, 10 mM arsenato (AsO4), 5 mM cisteína, 1 mM gliceraldehído 3-

fosfato, 1 mM NAD+. La reacción se inició con 0.11 – 0.18 U de 

EhGAPDH. El valor de Km se determinó variando la concentración de 

G3P entre 0.07 - 2.0 mM. 

 

 

                   NAD+ Pi   NADH                       GDP    GTP 

                                      

Gliceraldehído3PO4            1,3-bifosfogl icerato           3fosfoglicerato 

                          EhGAPDH                          EhPGK 

 

 

Reacción reversa 

 

Buffer mix pH 6.0, 7.0 y 8.0, 5 mM  MgCl2, 1 mM EDTA, 0.15 

mM NADH, 20 mM cisteína, 0.6 mM GTP, 2 - 4 U  de EhPGK  y  0.24 – 

0.4 U EhGAPDH; se inició la reacción con 5 mM 3-fosfogl icerato. La 

concentración de 3PG usada para determinar el valor de Km  varió 

entre 0.1-10 mM;  la concentración de 1,3 BPG presente en cada 

concentraciónde 3PG fue calculada usando la Keq de 1320 para la 

reacción de la PGK. 

 



 

 

 

*Fosfoglicerato cinasa 

 

Reacción directa 

 

                    NAD+Pi    NADH                 GDP      GTP 

 

Gliceraldehído-3-PO4          1,3bifosfoglicerato           3fosfoglicerato 

                            GAPDH                            EhPGK 

 

Buffer de 50 mM fosfato de potasio con 10 mM acetato, 10 mM 

MES y 10 mM Tris a pH 6.0 y 7.0; 5 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 2 mM 

DTT, 0.5 mM NAD+, 1.6 - 3.2 U GAPDH comercial, 0.1 - 0.15 U EhPGK, 

se agregó  justo antes del ensayo 3 mM gliceraldehído 3-fosfato. La 

reacción se inició con la adición de 0.75 mM GDP. Para determinar el 

valor de Km por G3P, la concentración del sustrato se varió entre 

0.02 - 3.0 mM. La concentración de 1,3 BPG presente en cada 

concentración de G3P fue calculada  usando una  Keq de 0.086. Para 

determinar el valor de Km por los nucleótidos, la concentración de 

GDP se vario entre 0.02 y 2.0 mM y para ADP entre 0.1 y 6.0 mM. 

 

PGK reacción reversa 

 

Buffer mix  pH 6.0 y 7.0; 5 mM  MgCl2, 1 mM EDTA, 2 mM DTT, 0.15 

mM NADH, 1.6 - 3.2 U  GAPDH comercial, 0.6 mM GTP, 0.03 – 0.04 U 

EhPGK, La reacción se inició con 2 mM 3-fosfoglicerato. Para 

determinar el valor de Km por los sustratos se util izaron los 

siguientes intervalos de concentración: 3PG 0.1 - 4.0 mM; GTP 0.05 - 

1.0 mM y ATP 0.5 - 7.0 mM. 



 

 

 

VI. 20   Estructura cuaternaría 

 

      El peso molecular de las enzimas recombinantes de E. histolytica 

se determinó por cromatografía de exclusión molecular usando un 

equipo de FPLC (Fast Performance Liquid Chromatography, BioRad). 

Las enzimas  (0.6 - 1.5 mg)  fueron fi ltradas a través de una columna 

Sephacryl S-200 (56 x 1.7 cm) con flujo de 0.66mL/min en un buffer 

que contenía HEPES 10 mM a pH 7.0. Para la curva de calibración se 

util izaron los siguientes marcadores de peso molecular (Amersham): 

azul dextrán (2 x 106 Da), ferrit ina de bazo de caballo (440 kDa), 

catalasa de hígado de bovino (232 kDa), aldolasa de músculo de 

conejo (158 kDa), albúmina de suero bovino (66 kDa),  

quimotripsinogeno A de páncreas de bovino (25 kDa), ribonucleasa A 

de páncreas de bovino (13.7 kDa) y vitamina B12 (1.7 kDa). El 

coeficiente de distribución (Kav) el cual se obtiene de la siguiente 

manera:  

Ecuación 1 

     Kav = (Ve-Vo)/ (Vt-Vo) 

     Donde: 

 Ve = volumen de elusión de la proteína(volumen al cual sale la 

muestra) 

Vo = volumen vacío (volumen de elusión del azul dextran (59 mL))  

Vt = volumen total (volumen total de la columna (127 mL)). 

 El volumen de elución se determinó midiendo el cambio la 

absorbancia a 280nm y la actividad enzimática de cada fracción. 

 

 

         

 



 

 

VII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

   Parte de estos resultados están publicados en: Saavedra, E., 

Encalada, R., Pineda, E., Jasso-Chávez, R. and Moreno-Sánchez R. 

(2005) Glycolysis in Entamoeba histolytica. Biochemical 

characterization of recombinant glycolytic enzymes and flux control 

analysis. FEBS J  272, 1767-1783. (Anexo) 

 

VII. 1  Identificación de los genes en el banco de secuencias 

de  Entamoeba histolytica 

 

     Habiendo realizado la búsqueda en el banco de secuencias 

traducido del proyecto de secuenciación del genoma de amiba; 

util izando como sonda las secuencias de aminoácidos de las enzimas 

glucolít icas de otros organismos; se logro identif icar las secuencias 

de los genes que codifican para las proteínas a estudiar. La 

comparación de la secuencia de aminoácidos y los análisis 

f i logenéticos para algunas de las enzimas de E. histolytica de nuestro 

interés ya han sido descritos: HPI (Henze, et al. 2001), ALDO 

(Sánchez, et al. 2002) y GAPDH (Henze, et al. 1995). Los porcentajes 

de simil itud e identidad de estas enzimas amibianas, comparados con 

los de otros organismos se muestra en la tabla 1. La EhALDO se 

agrupa con las aldolasas clase II (metaloenzimas) en los anál isis 

f i logenéticos descritos por Sánchez (2002). Esta clase de enzimas 

requieren de un metal pesado (Cu2+, Co2+, Zn2+) como cofactor y se 

localizan en bacterias, hongos y algunos protozoarios; mientras que 

las aldolasas tipo I no requieren de este cofactor y están presentes 

en bacterias, protozoarios, animales y plantas (Horecker, 1972).  



 

 

 
Tabla 1. Porcentajes de simil itud e identidad de los genes que 
codifican para las enzimas glucolít icas de E. histolytica de nuestro 
interés*. 
 

* Los datos fueron obtenidos a partir de la búsqueda blastp de la 
herramienta búsqueda del nombre del gen en la base de datos del 
genoma de E. histolytica (http://www.tigr.org/tdb/e2k1/eha1/). 
Las secuencias de las enzimas presentaron altos porcentajes de 
simil itud e identidad cuando se compararon con otros grupos 
fi logenéticos. 
 

 

 

 

 

 

 

 

Enzima Organismo 
% 

 identidad 

%  

similitud 

 

HPI 

 

Humano 

 

59 

 

75 

 

ALDO  

clase II 

Bacterias, 

cianobacterias, 

protozoarios 

60 80 

 

 

 

GAPDH Vertebrados, 

plantas 

66 76 – 80 

 

 

PGK Bacterias, 

levaduras, 

vertebrados 

46 -57 63 - 70 



 

 

A continuación se muestra la secuencia completa de cada uno de los 

genes y la secuencia de aminoácidos correspondiente a cada enzima. 

 

Secuencia de la Hexosa fosfato isomerasa. 

 

>EhHPI  
    1 -ATGTTACCAACTCTTCCTGAATATAAAGCTCTTGAAGCAAAGTATGAACAAATGAAAACA- 60    

      --  M  L  P  T  L  P  E  Y  K  A  L  E  A  K  Y  E  Q  M  K  T     --    

    61 -TTTGTTATGAAAGAAGCATTTAGTAAAGATCCAGAACGATTTAAAAAGTTTTCACTTCAA- 120  

      --  F  V  M  K  E  A  F  S  K  D  P  E  R  F  K  K  F  S  L  Q     --    

   121 -TTTGAAGATATTTTTGTAGATTATTCAAAGAACCTTATTGATGAAGAAACAATGAAACTT- 180  

      --  F  E  D  I  F  V  D  Y  S  K  N  L  I  D  E  E  T  M  K  L     --    

   181 -TTAATTAAATTATGTGAAGCAGTTCATTTAAAAGAAAAAATTGAAGCAGAATTTACAGGA- 240  

      --  L  I  K  L  C  E  A  V  H  L  K  E  K  I  E  A  E  F  T  G     --    

   241 -GTTAAAATTAATACTACAGAAAAAAGAGCAGTTCTTCATACAGCACTTAGAAATAGAAGT- 300  

      --  V  K  I  N  T  T  E  K  R  A  V  L  H  T  A  L  R  N  R  S     --    

   301 -AATAATCCAGTACTTGTTGATGGAAAAGATGTTATGCCAGGTGTTAATGCAGTTCTTAAT- 360  

      --  N  N  P  V  L  V  D  G  K  D  V  M  P  G  V  N  A  V  L  N      -   

   361 -AAAATGGGAAAATTTGCAGAAGGAGTAAGAAATGGAAGTATTAAAGGATATACTGGTAAA- 420  

      --  K  M  G  K  F  A  E  G  V  R  N  G  S  I  K  G  Y  T  G  K     --    

   421 -GAATTTACAGACATTGTTAATATTGGAATTGGAGGAAGTGATCTTGGACCTGTTATGGTT- 480  

       -- E  F  T  D  I  V  N  I  G  I  G  G  S  D  L  G  P  V  M  V     --    

   481  -ACAGAAGCACTTAAATATTATCAACATGAACGATTAACACTTCATTATGTTTCAAATGTT-  540  

       -  T  E  A  L  K  Y  Y  Q  H  E  R  L  T  L  H  Y  V  S  N  V      -    

   541  -GATGGAACACATATGGTAGAAGCTTTAAAGAAATGTAATCCCGAAACTACACTTTTTGTT-  600  

       -  D  G  T  H  M  V  E  A  L  K  K  C  N  P  E  T  T  L  F  V      -   

   601   -ATTTGTTCAAAAACATTTACAACAGCTGAAACATTAATGAATGCACATTCTGCACGTAAA-  660  

          I C S K T F T T A E T L M N A H S A R K  LLLL 

   661   -TGGTTTGTAGAAAAAACAGGAAATGAAGAAGCAGTTTCAAAACATTTTGTAGCAGTATCA-  720  

       -  W  F  V  E  K  T  G  N  E  E  A  V  S  K  H  F  V  A  V  S –LLLLL    

   721  -ACAAATGCAACAGAAGTTTCTAAATTTGGTATAAATACAGATAATATGTTTGAATTTTGG-  780  

          T  N  A  T  E  V  S  K  F  G  I  N  T  D  N  M  F  E  F  W      -    

   781  -GATTGGGTTGGAGGAAGATATTCACTTTGGAGTGCTATTGGATTGACTATTATGATTTCT-  840  

         D  W  V  G  G  R  Y  S  L  W  S  A  I  G  L  T  I  M  I  S       -    

   841  -ATTGGAGAACAAGGATTTCTTGATCTTCTTTCAGGAGCACATGCTATGGATAAACATTTT-  900  

         I  G  E  Q  G  F  L  D  L  L  S  G  A  H  A  M  D  K  H  F       -   

   901  -AGAAATACAGAATTTGCACATAATATTCCAGTTATACTTGCTGTTCTTGGAGTATGGTAT-  960  

          R  N  T  E  F  A  H  N  I  P  V  I  L  A  V  L  G  V  W  Y       -    

   961 -AATAATTTATATCAAGCACAATCACATGCTATTCTTCCATATGATCAATATCTTCATAGA- 1020  

          N  N  L  Y  Q  A  Q  S  H  A  I  L  P  Y  D  Q  Y  L  H  R       -    

  1021 -TTTGCTGCTTATTTCCAACAAGGAGATATGGAAAGTAATGGTAAAAGAATTACTAAAGAT- 1080  

          F  A  A  Y  F  Q  Q  G  D  M  E  S  N  G  K  R  I  T  K  D       -    

  1081 -GGAAAAGTAGTTAATTATACTACTGGTCCAATTATTTGGGGAGAACCAGGAACTAATGGA- 1140  

          G  K  V  V  N  Y  T  T  G  P  I  I  W  G  E  P  G  T  N  G    



 

 

    -    

  1141 -CAACATGCATTTTATCAACTTCTTCATCAAGGAACTAAATTAATTCCAGCAGATTTTATT- 1200  

          Q  H  A  F  Y  Q  L  L  H  Q  G  T  K  L  I  P  A  D  F  I       -    

  1201 -ATTCCAGCAAATAGTTTAAATCCAATTGGAAAACATCATACTGTTCTTTTAGCTAATTTT- 1260  

         I  P  A  N  S  L  N  P  I  G  K  H  H  T  V  L  L  A  N  F       -    

  1261 -ATTGCACAAACAGAAGCATTAATGATGGGTAAAACTGAAGAACAAGTTATTGGAGAATTA- 1320  

         I  A  Q  T  E  A  L  M  M  G  K  T  E  E  Q  V  I  G  E  L       -    

  1321 -AAAGCAACAGGTATGTCAGATGAACGTATTAAAGAACTTCTTCCACATAAATTATTCCCA- 1380  

         K  A  T  G  M  S  D  E  R  I  K  E  L  L  P  H  K  L  F  P       -    

  1381 -GGAAATAGACCAACTAATTCTATTGTTTTTAAGAAAATGACACCATATGTACTTGGTTCA- 1440  

         G  N  R  P  T  N  S  I  V  F  K  K  M  T  P  Y  V  L  G  S       -    

  1441 -TTAATTGCTATGTATGAACATAAAATATTTGTTCAAGGATGTATTTGGAATGTTAATTCA- 1500  

         L  I  A  M  Y  E  H  K  I  F  V  Q  G  C  I  W  N  V  N  S       -    

  1501 -TTTGATCAATGGGGAGTTGAACTTGGAAAACAACTTGCTAAAGCAGTTGAAAAAGATCTT- 1560  

         F  D  Q  W  G  V  E  L  G  K  Q  L  A  K  A  V  E  K  D  L       -    

  1561 -GAAGCAGAAGGTCTTGTTAATAAACATGATGGTTCTACAAGTGGACTTATTAATCTTGTT- 1620  

         E  A  E  G  L  V  N  K  H  D  G  S  T  S  G  L  I  N  L  V       -    

  1621  -AAAGATATGAGAAAAAAC - 1638 

         K  D  M  R  K  N  * 

 

 

           La secuencia obtenida, constituyó el gen completo de EhHPI 

se corroboró la secuencia con las de enzimas homólogas en otros 

organismos, y posee las siguientes características: codifica para una 

proteína de 546 aa, el peso molecular calculado es de 61.3 kDa. Los 

porcentajes de simil itud e identidad se muestran en la tabla 1.  

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 



 

 

Secuencia de la aldolasa 

 

>EhAldolasa 
     1 - ATGGCTGCTAAGACTGTTAACTATAAAGAACTTGGACTTTGTAATCACAAAGAAATGTTT -  60  

        - M  A  A  K  T  V  N  Y  K  E  L  G  L  C  N  H  K  E  M  F    

    61 - GAACATGCTATTAAAGGAGGATTTGCTGTTCCAGGTTTTAACTTCAATAACCTTGAACAA - 120  

        - E  H  A  I  K  G  G  F  A  V  P  G  F  N  F  N  N  L  E  Q    

   121 - ATGCAAGCTATTATTCAAGCATGTACTGAAGCTAAATCACCAGTTATTCTTCAAGTATCA - 180  

          M  Q  A  I  I  Q  A  C  T  E  A  K  S  P  V  I  L  Q  V  S    

   181 - AAAGGAGCACGTGAATATGCTAATGCTACTCTTTTGAGAAATCTTGCTAAAGGAGCTGTT - 240  

          K  G  A  R  E  Y  A  N  A  T  L  L  R  N  L  A  K  G  A  V    

   241 - GAATATTCAAAAGAAATTGATCCAGAACATAAAGGTGTTCCAATTTCACTTAACCTTGAC - 300  

          E  Y  S  K  E  I  D  P  E  H  K  G  V  P  I  S  L  N  L  D    

   301 - CATGGAGCTAACTTCCAAATTTGTAAAGAATGTGTAGATAACGGATTCTCTAATGTTATG - 360  

          H  G  A  N  F  Q  I  C  K  E  C  V  D  N  G  F  S  N  V  M    

   361 - ATTGATGGATCAGCACTTCCATATGAAGAGAATGTTAAATTAACAAAACAAGTTGTTGAA - 420  

          I  D  G  S  A  L  P  Y  E  E  N  V  K  L  T  K  Q  V  V  E    

   421 - TATGCACATAAATTTGGAGTTACTGTTGAAGGAGAACTTGGAGTTCTTTCAGGAGTTGAA - 480  

          Y  A  H  K  F  G  V  T  V  E  G  E  L  G  V  L  S  G  V  E    

   481 - GATGATGTTGCAGCAGCAGAACATGTATTTACTGATCCAAAGGATGTTGAAGCATTTGTT - 540  

          D  D  V  A  A  A  E  H  V  F  T  D  P  K  D  V  E  A  F  V    

   541 - AAAGACACAGGAGTAGATGCACTTGCTATTTCAATTGGAACATCACATGGAGCATACAAA - 600  

          K  D  T  G  V  D  A  L  A  I  S  I  G  T  S  H  G  A  Y  K    

   601 - TTCAAACCAGGAATGCATCCAAGAATTAGACTTGATATTCTTCATGAAGTTGAAAAGAGA - 660  

          F  K  P  G  M  H  P  R  I  R  L  D  I  L  H  E  V  E  K  R    

   661 - ATTCCAGGATTCCCAATTGTTCTTCATGGATCATCATCAGTTCCACAAGAATGGGTTGCT - 720  

          I  P  G  F  P  I  V  L  H  G  S  S  S  V  P  Q  E  W  V  A    

   721 - GTTATTAATCAATATGGAGGAAAATTAGAATCAGCTATTGGTATTCCAGAAGACCAAATT - 780  

          V  I  N  Q  Y  G  G  K  L  E  S  A  I  G  I  P  E  D  Q  I    

   781 - AGAGAAGCTGTTAAGAGTGCTGTCTGTAAAGTCAATATTGATTCAGATGGTAGACTTGCT - 840  

          R  E  A  V  K  S  A  V  C  K  V  N  I  D  S  D  G  R  L  A    

   841 - ATGACAGGATCAATTAGAAGATATCTTGCAGAACATCCAAAGGACTTTGATCCAAGACAA - 900  

          M  T  G  S  I  R  R  Y  L  A  E  H  P  K  D  F  D  P  R  Q    

   901 - TATCTTGGACCAGCTAGACAAGCACTTAAGGAATTATACCTTCACAAGGTTTCAGACAAG - 960  

          Y  L  G  P  A  R  Q  A  L  K  E  L  Y  L  H  K  V  S  D  K    

   961 - GTTTTGAACTCAGCAGGAAAATCATGGTATTAA - 993  

          V  L  N  S  A  G  K  S  W  Y  *  X       

              

       



 

 

       Para el caso de la EhALDO se obtuvo la secuencia de nucleótidos 

y aminoácidos y se comparó con aldolasa de otros organismos con lo 

que se obtuvo  que la enzima esta completa. Así mismo, se identif icó 

que es una aldolasa tipo II que requiere de metales divalentes  para 

su actividad (metaloenzima). La secuencia codif ica para 331 aa y 

corresponde a un P.M. de 36 kDa. Esta secuencia posee un 60% de 

identidad y 80% de similitud con respecto a las aldolasas clase II de 

bacteria, cianobacterias y protozoarios  



 

 

Secuencia de la gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa. 

        

>EHGAPDH 
   
     1 - ATGTCAATTAAGGTCGGTATTAATGGTTTTGGAAGAATTGGAAGACTCGTTGCTAGAGTC – 60 

          M  S  I  K  V  G  I  N  G  F  G  R  I  G  R  L  V  A  R  V  

    61 - GTTCTTGAAAGAAAAGATTTTGAATTAGTTGCTATCAACGATCCATTCATGGATCCAAAA – 120 

          V  L  E  R  K  D  F  E  L  V  A  I  N  D  P  F  M  D  P  K 

   121 - TACATGGTTTACTTATTAAAATATGATACCGTCCACAGACAATTCGAAGGAACTGTTGAA – 180 

          Y  M  V  Y  L  L  K  Y  D  T  V  H  R  Q  F  E  G  T  V  E 

   181 – GCTGGAGAAAATGCCATTATTGTTAATGGACACAAGATTGTTGTCAAAGCTGAAAGAGAT - 240 

          A  G  E  N  A  I  I  V  N  G  H  K  I  V  V  K  A  E  R  D 

   241 – CCAGCTCAAATTGGATGGGGAGCACTTGGAGTTGATTATGTTGTTGAATCAACAGGAGTT - 300 

          P  A  Q  I  G  W  G  A  L  G  V  D  Y  V  V  E  S  T  G  V 

   301 – TTCACTACTATTCCAAAGGCTGAAGCTCATATTAAGGGAGGAGCTAAGAAAGTTATTATT - 360 

          F  T  T  I  P  K  A  E  A  H  I  K  G  G  A  K  K  V  I  I 

   361 - TCAGCCCCATCTGCTGATGCACCAATGTTTGTTGTTGGAGTTAACACTGAGGCATACAAA - 420 

          S  A  P  S  A  D  A  P  M  F  V  V  G  V  N  T  E  A  Y  K 

   421 – CCAGAAATGAACATTATTTCAAATGCATCATGCACAACCAACTGCCTTGCACCACTTGCT - 480 

          P  E  M  N  I  I  S  N  A  S  C  T  T  N  C  L  A  P  L  A 

   481 – AAAGTTATTAACAATGAATTTGGAATTGTTGAAGGTCTTATGACAACTATTCATGCTACT - 540 

          K  V  I  N  N  E  F  G  I  V  E  G  L  M  T  T  I  H  A  T 

   541 – ACTGCTACTCAAAAGACAGTTGATGGACCATCAGGAAAAGATTGGAGAGCTGGTAGATGT - 600 

          T  A  T  Q  K  T  V  D  G  P  S  G  K  D  W  R  A  G  R  C 

   601 – GCATGTGCTAACATTATCCCAGCTAGCACTGGAGCAGCTAAAGCTGTTGGAAAAGTTATT - 660 

          A  C  A  N  I  I  P  A  S  T  G  A  A  K  A  V  G  K  V  I 

   661 – CCATCCCTTAATGGAAAACTTACTGGTATGTCATTCAGAGTTGGAACCCCAGATGTTTCA - 720 

          P  S  L  N  G  K  L  T  G  M  S  F  R  V  G  T  P  D  V  S 

   721 – TGTGTTGATTTAACATGCAGACTTGAAAAAGAAGTAACTGTTGAATCAATTAAAGCTGCT - 780 

          C  V  D  L  T  C  R  L  E  K  E  V  T  V  E  S  I  K  A  A 

   781 – ATTAAGAAAGCATCAGAAGGAGAAATGAAAGGAATTCTTGGATACACTGAAGACCTTGTT - 840 

          I  K  K  A  S  E  G  E  M  K  G  I  L  G  Y  T  E  D  L  V 

   841 – GTATCATCAGACTTTGTCCATGATAACAGATCATCAATTTTCGATGCAGCTGCTACTATT - 900 

          V  S  S  D  F  V  H  D  N  R  S  S  I  F  D  A  A  A  T  I   

   901 – CTTTTGAACCCACACTTTGTTAAATTAGTTTCATGGTACGATAATGAATGGGGATATTCC - 960 

          L  L  N  P  H  F  V  K  L  V  S  W  Y  D  N  E  W  G  Y  S   

   961 – AACAGACTTGTTGATCTTATCCAAATCATTTCTAAAGTTCACTAA - 1005 

          N  R  L  V  D  L  I  Q  I  I  S  K  V  H  * 
 

 

      En el caso de la GAPDH se muestra la secuencia de aminoácidos 

del gen completo que codifica para 334aa y un peso molecular de 

36kDa.  Se observa un porcentaje alto de simil itud e identidad con la 

GAPDH de plantas y vertebrados (tabla 1.)



 

 

Secuencia de aminoácidos de la fosfoglicerato cinasa. 

 

>EhPGK 
 
     1 - ATGGGATTTACTAAAAAGAGTCTTGATCAAATTGATGTTAAAGACAAAAGAGTCTTTATG – 60 

          M  G  F  T  K  K  S  L  D  Q  I  D  V  K  D  K  R  V  F  M 

    61 - AGAGTTGATTTTAATGTTCCAATGGAAAAAGGAAAAATTACTAACACTAAAAGAATTGAT - 120  

          R  V  D  F  N  V  P  M  E  K  G  K  I  T  N  T  K  R  I  D 

   121 – GCTACTATTCCATCAATTCAATATTGCCTTGATCACGGATGTAAAGCTGTTGTTCTTGCC - 180  

          A  T  I  P  S  I  Q  Y  C  L  D  H  G  C  K  A  V  V  L  A   

   181 – TCACATCTTGGAAGACCAGATGGACATGTTGTTCCAGAACTTACTCTTAAACCAGTTGCT - 240 

          S  H  L  G  R  P  D  G  H  V  V  P  E  L  T  L  K  P  V  A 

   241 - GAAAAATTAGAAGAAATTCTTAAACATAAAGTTATTTTCTTAAATGACTGTGTTGGTGAA - 300 

          E  K  L  E  E  I  L  K  H  K  V  I  F  L  N  D  C  V  G  E   

   301 - GAAGTTATTAAGGCTTGTGCTAACCCAGCTCCAGGAAGTGTTATCTTATTAGAAAATGTT - 360 

          E  V  I  K  A  C  A  N  P  A  P  G  S  V  I  L  L  E  N  V 

   361 – AGATTCCATCCAGAAGAAGAAGGATCATCAATTGTTGATGGAAAGAAAGTCAAAGCTGAC - 420 

          R  F  H  P  E  E  E  G  S  S  I  V  D  G  K  K  V  K  A  D   

   421 - CCAGAAAAGGTTAAAGAATTCAGAGAACAATTAACTAAACTTGGTGATGTTTATGTTAAT - 480 

          P  E  K  V  K  E  F  R  E  Q  L  T  K  L  G  D  V  Y  V  N 

   481 – GATGCATTTGGAACAGTTCACAGAGCACACTCTACTATGGTTGGTGTTAATTTAAGCCCA - 540 

          D  A  F  G  T  V  H  R  A  H  S  T  M  V  G  V  N  L  S  P  

   541 - AAGGTATCAGGATTCCTTGTCAAGAAAGAACTTGGATACTTTGCTAAAGCATTCGATCAT - 600 

          K  V  S  G  F  L  V  K  K  E  L  G  Y  F  A  K  A  F  D  H  

   601 - ATCAACAGACCATATCTTGGAATCCTTGGAGGAGCTAAGGTTGCTGATAAAATCCCAATT - 660 

          I  N  R  P  Y  L  G  I  L  G  G  A  K  V  A  D  K  I  P  I  

   661 - ATTAACAACTTCCTTGAAAAGGTTGATCAACTTATTATTTGTGGTGGTATGGCTTATACC - 720 

          I  N  N  F  L  E  K  V  D  Q  L  I  I  C  G  G  M  A  Y  T   

   721 – TTCCTTGCTGCTTCAAAGAATATGAAGATTGGTAAATCACTCTTTGATGCTTCAAAGGTT - 780 

         F  L  A  A  S  K  N  M  K  I  G  K  S  L           F  D  A  S  K  V   
   781 – GAAATGTGTAAAGAACTTCTTGCTAAGGCTGAAGCTAAGAAAGTTGAAATTCTTCTTCCA - 840 

         E  M  C  K  E  L  L  A  K  A  E  A  K  K  V  E  I  L  L  P   

   841 – TTTGATTTCGTTGCTTGTGATAAATTTGGAGAAGATGCTAACACTCAAATTTGTACTCTT - 900 

         F  D  F  V  A  C  D  K  F  G  E  D  A  N  T  Q  I  C  T  L   

   901 – GAAGAAGGTATCCCAGAAGGATGGGAAGGTGTTGATTGTGGACCCAAGACTTCTGCTTTA - 960 

         E  E  G  I  P  E  G  W  E  G  V  D  C  G  P  K  T  S  A  L   

   961 – TGGAGAGAAAAAATTCTTGCTGCTAAAACAATTATGTGGAACGGACCATGTGGTGTCTTT - 1020 

         W  R  E  K  I  L  A  A  K  T  I  M  W  N  G  P  C  G  V  F     

  1021 – GAAATTGATAAATTCTCAGCTGGAACTAAAGCTCTTTGTGAAGCTGTTGCTGCTGCTACC - 1080 

         E  I  D  K  F  S  A  G  T  K  A  L  C  E  A  V  A  A  A  T   

  1081 – CAAGCTGGTGTTTTGACTATTGTTGGTGGTGGAGATACTCCAACAGCTCTTAAGAAATTC - 1140 

         Q  A  G  V  L  T  I  V  G  G  G  D  T  P  T  A  L  K  K  F   

  1141 – GGTCTTGACAAACAAGTCAGCCATATCTCAACTGGAGGAGGAGCATCACTTGAACTTTTA - 1200  

         G  L  D  K  Q  V  S  H  I  S  T  G  G  G  A  S  L  E  L  L     

  1201 – CAAGGACTTCCACTTCCAGGTGTTGCTAACCTTGATGATGCTGAATAA - 1248         

         Q  G  L  P  L  P  G  V  A  N  L  D  D  A  E  *  X 

 



 

 

 

       Se obtuvo la secuencia completa de aminoácidos de la enzima 

EhPGK (415aa), con un peso molecular de 44.9 kDa. La secuencia 

obtenida muestra poseer 63-70% de similitud y un 46-57% de 

identidad con sus homologas en otros organismos tan diversos como 

vertebrados, levaduras y bacterias (tabla 1). 



 

 

    

VII. 2   Amplificación de los genes 

 

       Se amplif icaron los genes que codifican para la HPI, ALDO, 

GAPDH y PGK de E. histolytica a través de la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR), uti l izando como templado DNA genómico de E. 

histolytica y los oligonucleótidos descritos en la sección de métodos. 

La Fig. 13 muestra la electroforesis en gel al 0.8% de agarosa, en 

donde se observa el amplificado correspondiente para la HPI, ALDO, 

GAPDH y PGK amibianas 

 

 

             Fig. 13  Corrimiento de los diferentes productos        

                                   amplificados por PCR. 

 

 

       El peso molecular de los productos de PCR coinciden en con el 

tamaño de los genes determinado a partir de la secuencia de 

proteínas homólogas. 



 

 

      Una vez obtenidos los genes, los productos de PCR se clonaron 

usando el vector pGEM T-easy (Promega, Madison, WI, USA) y l igados 

por una T4 DNA ligasa. Posteriormente se hizo una transformación en 

células Top 10. Habiendo obtenido un gran número de copias del 

plásmido se prosiguió a realizar la extracción del mismo y finalmente 

se real izó análisis con enzimas de restricción para corroborar el 

tamaño de inserto.  Se secuenciaron los genes obtenidos y se 

compararon con la secuencia de amiba. No se encontraron 

modificaciones introducidas por el PCR.   

 

 

VII. 3  Sobre-expresión de las proteínas. 

 

       Después de amplif icar el gen completo de las diferentes enzimas 

glucolít icas y corroborar que no hubiera alguna mutación, los genes 

se clonaron en el vector pET28 del sistema de vectores pET (Fig. 12). 

Los plásmidos recombinantes se uti l izaron para transformar bacterias 

E. coli de la cepa BL21 De3 pLysS que permiten la sobre-expresión de 

las proteínas.  

 

      Se seleccionaron  algunas colonias bacterianas y se realizaron 

cultivos que se indujeron con 0.4 mM de IPTG para identificar las 

colonias que sobre-expresen la proteína. La Fig. 14 se presentan 

geles de PAGE-SDS donde se separaron a los diferentes cultivos 

bacterianos, se incluyó como control células BL21 DE3 pLysS sin 

plásmido para corroborar  que la banda sobre-expresada sea la 

proteína de interés y no una banda perteneciente a una proteína de 

las bacterias (solo para la EhPGK).  

  

    



 

 

 

 

 
 

 
       Fig. 14 Gel PAGE-SDS al 12.5%. Sobre-expresión de las 

proteínas en E. coli. 
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  Una vez seleccionada una colonia, se ensayaron las condiciones en 

las que las proteínas se sobre-expresan de manera soluble (en el 

sobrenadante (SN)). Se ensayaron inducciones a 37°C y a 

temperatura ambiente durante toda la noche.  Se observó que 

después de la inducción, el cultivo a temperatura ambiente muestra 

un incremento en la cantidad de proteína en forma soluble. La Fig. 15 

muestra geles SDS-PAGE en los que se puede observar que las 

proteínas se sobre-expresan preferentemente en la fracción soluble 

(SN) de los l isados bacterianos y no de forma insoluble (precipitado 

(PP)), ya que esto indica que las proteínas se fueron a cuerpos de 

inclusión 

 

 

 



 

 

 

Fig. 15 Gel PAGE-SDS al 12.5%. Las proteínas se sobre-expresaron 
preferentemente en forma soluble (SN) 
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      VII. 4  Purificación de las proteínas 

 

      La Fig. 16  muestra los geles SDS-PAGE, donde se observa la 

marcha de purif icación para las enzimas glucolít icas de nuestro 

interés. Se observa que la proteína se localiza de manera soluble (en 

el sobrenadante del extracto clarif icado), y que es muy poca la 

proteína que se encuentra degrada (en el precipitado del extracto 

clarif icado), el carri l del FT (Flow through), es una fracción de lo que 

no se logro pegar a la columna (durante la incubación), en el carril 

Lav. 1. se observa una fracción del lavado con buffer de lisis con 2 

mM imidazol, el carri l  lav. 4 es una fracción del lavado de buffer de 

l isis con  10 mM imidazol, donde se puede observar  una leve pérdida 

de proteína. Los siguientes carri les son una muestra de las fracciones 

de 1 mL de la proteína eluida de buffer de lisis con 100 mM imidazol. 

Estos geles permiten visualizar la calidad de la preparación de las 

proteínas purif icadas. Para el caso de la ALDO solo se muestra el gel 

con las fracciones colectadas.                                                                 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 

 
 
 
         Fig. 16.   Marcha de purificación de las cuatro  
                     proteínas  glucolíticas amibianas 
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      La pureza de las proteínas recombinantes se determinó por 

análisis densitométrico en un gel SDS-PAGE al 12.5% (Laemmli, 1970)   

con  8 µg de cada proteína recombinante (Fig.17). A partir de este 

gel (Fig. 17), se corroboró el peso molecular de las proteínas 

purificadas a partir de un marcador de peso molecular. Se observa 

que las proteínas son mas grandes de lo que se había predicho a 

partir de la secuencia de aminoácidos obtenida para cada enzima 

HPI= 60.6 a 63.7 kDa., ALDO= 33.1 a 38.5 kDa., GAPDH= 36 a 38.5 

kDa. y PGK= 44.9 a 47 kDa.; debido a la secuencia que codif ica para 

la cola de histidinas en el extremo amino terminal. 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         
Fig. 17  Gel SDS-PAGE 12.5% con las cuatro 

enzimas  purificadas.  
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      La ALDO, GAPDH y PGK muestran alto grado de pureza (99%) 

mientras que la  HPI muestra un porcentaje de pureza menor debido 

al triplete de bandas que se observa por debajo de la banda 

mayoritaria. Estas bandas probablemente no son proteínas 

contaminantes, sino productos de degradación de la HPI ya que 

cuando se realizó la electroforesis con las diferentes eluciones de la 

purificación se observó que dichas bandas mantenían la misma 

intensidad en todas las fracciones (ver Fig. 16); si estas bandas 

fueran contaminación se esperaría que disminuyeran a lo largo de la 

elución.  

 

Posteriormente las proteínas purif icadas se precipitaron con ácido 

tricloroacético (TCA) al 13%  y se cuantificaron por el método de 

Folin (Lowry et al., 1951). Obteniendo una concentración para las 

proteínas de alrededor de 0.3 y 0.4 mg/mL y un rendimiento de entre 

3.0 y 4.0 mg., a partir de un cultivo de 100 mL de bacterias (Tabla 

2), esto valores nos indican que  las proteínas purif icadas se 

encuentran diluidas.  

               
 
 

Enzima concentración 
mg/mL 

Rendimiento 
mg 

HPI 0.33 3.3 

ALDO 0.38 3.8 

GAPDH 0.27 2.7 

PGK 0.31 3.1 

 
Tabla 2. Concentración promedio y rendimiento total de las 

proteínas purif icadas 
 



 

 

VII. 5   Caracterización bioquímica 

 

     VII. 5. 1   Determinación del pH óptimo de las enzimas 

 

      Una vez obtenidas las proteínas purificadas, se procedió a la 

caracterización bioquímica de cada una de ellas en ambas direcciones 

(directa y reversa), mediante ensayos cinéticos acoplados con 

enzimas comerciales. Primero se determinó la dependencia de la 

actividad a diferentes pHs, para lo cual se real izaron curvas de 

titulación de pH contra actividad para cada enzima recombinante (Fig. 

18  A, B.) 

 

 

 

       Fig 18. Actividad enzimática a diferentes pHs de la enzima 

EhHPI    A) Reacción directa, B) Reacción reversa 
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Fig. 19  Curvas de actividad enzimática a diferentes pHs. A) Enzima 

EhALDO reacción directa, B) EhGAPDH reacción directa, C) EhPGK 

dirección directa, D) EhPGK reacción reversa 
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La tabla 3 muestra los intervalos de pH donde se obtiene una 

actividad mayor al 95%. 

    

Tabla 3. Intervalos de pH a los que las enzimas recombinantes de 

E. histolytica son mas activas 

           

          ND, no determinado.  
           *La curva de pH muestra dos picos de act iv idad a pH 5.8 y 8.0 

             

    

Enzima 

Intervalo   de pH     óptimo 

 Reacción directa      Reacción reversa 

HPI 6.5 - 8.0 7.5 - 9.0 

ALDO 7.0 - 7.5 ND 

GAPDH 7.3 - 7.6 5.8 - 6.7 

PGK 7.3 - 7.6 5.5 ; 8.5* 



 

 

 VII. 5. 2    Estabilidad al almacenamiento 

 

      Las proteínas purif icadas fueron almacenadas en glicerol a una 

concentración final del 50% a 4°C y –20°C y en 3.2 M de (NH4)2SO4 a 

4°C. Se determinó la actividad remanente de las fracciones para 

todas las enzimas (Fig. 20) a diferentes tiempos. 

  

      Para favorecer la estabil idad de la EhALDO se adicionó 2 mM DTT 

y 10 µM de F-1,6BP mientras que la GAPDH se almacenó en presencia 

de 2 mM DTT. 

 

      Cabe aclarar que la concentración de proteína a la cual se 

almacenaron las enzimas purif icadas es baja (HPI 0.34mg/mL; ALDO 

0.32 mg/mL; GAPDH 0.27 mg/mL y PGK 0.4 mg/mL), por lo que 

probablemente en soluciones más concentradas de proteína podría 

incrementarse su estabil idad, sin embargo esto no fue explorado. 



 

 

 

 
Fig. 20. Estabil idad de las enzimas almacenadas en una concentración 
final de 50% de glicerol a 4°C (■), -20°C (●) y en 3.2M de sulfato 
de amonio (▲).    
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      Monitoreando la actividad de las proteínas por varios días se 

observó que las enzimas almacenadas en glicerol a una concentración 

final de 50% a 4°C y en 3.2 M de sulfato de amonio pierden el 50% 

de su actividad más rápido que las proteínas almacenadas en la 

concentración final de 50% de glicerol a –20°C. (ver Fig. 18). Por lo 

que esta última condición se estableció como la mejor forma para 

almacenar a las proteínas.  

 

      La f igura 21 muestra la gráfica de decaimiento en la 

concentración final de 50% de glicerol a -20°C, para todas las  

enzimas. El t iempo en el que presentan el 50 % de su actividad inicial 

es el siguiente: HPI = 240 días, ALDO = 60 días, GAPDH = 30 días y 

PGK = 160 días; siendo las más estables la HPI y la PGK. 

Fig. 21  Estabil idad de las proteínas almacenadas en  50% de gl icerol 
a –20°C. 
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VII. 5. 3     Estructura oligomérica 

 

La estructura cuaternaria de las enzimas recombinantes de E. 

histolytica se determinó por cromatografía de exclusión molecular. A 

través de una columna Sephacryl S-200. Se graficó el logaritmo del 

peso molecular de las diferentes proteínas marcadoras contra el 

coeficiente de distribución para obtener la curva patrón (Fig.22)  
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Fig. 22. Curva patrón para determinar el estado oligomérico de las 

enzimas amibianas. 



 

 

      Una vez obtenida la curva patrón se obtuvo el Ve (volumen de 

elusión) que sustituyendo los valores obtenidos en  la ecuación 1, se 

pudo determinar el Kav (coeficiente de distribución), para cada 

enzima. Estos  valores de Kva de se interpolaron en la curva patrón 

para obtener el peso molecular de para cada proteína y su estado de 

oligomerización (Tabla 4 y Fig. 23) 

 

Enzima 
Ve 

(mL) 
kva 

Peso 

molecular

(kDa) 

Estructura 

cuaternaria  

HPI 81.3 0.327 81.6 Dímero 

ALDO 76.2 0.253 89.8 Tetrámero 

GAPDH 75.1 0.237 133.0 Tetrámero 

PGK 80.5 0.316 143.0 Dímero 

 

Tabla 4. Datos obtenidos a través de la exclusión molecular de las 

enzimas amibianas. 
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Fig. 23. Curva patrón en donde se interpolaron los valores de Kva 

obtenidos para cada enzima. 

 

     Las estructuras obtenidas se compararon con proteínas homólogas 

en la base de datos BRENDA (http://www.brenda.uni-koeln.de) 

demostrando que: EhHPI (dímero) y EhGAPDH (tetrámero), presentan 

un estado oligomérico igual al que se reporta para estas enzimas en 

células de humano. EhALDO es un tetrámero mientras que las 

aldolasas clase II reportadas en bacterias y cianobacterias son 

dímeros; solamente hay un reporte de una aldolasa tetramérica en la 

bacteria Thermus aquaticus (Sauve y Sygusch; 2001). La EhPGK 

muestra una estructura  dimérica, a diferencia de casi todas las PGK 



 

 

reportadas en la base de datos que muestran ser monoméricas, 

mientras que sólo hay un reporte de una PGK dimérica descrita para 

Pyrococcus woesei (Hess, et al; 1995). 

 

 

VII. 5. 4   Caracterización cinética.  

 

     Una vez establecido el rango de pH óptimo de cada enzima, se 

determinaron las constantes cinéticas Vmáx y Km por medio de la 

ecuación de inhibición por sustrato de Michaelis-Menten usando el 

programa Microcal Origin; en las reacciones directa y reversa, a pH 

óptimo y fisiológico (6.0 y 7.0).   Gráficas representativas de este 

tipo de experimentos se  muestran en la f igura 24 A, B, C y D. Los 

valores determinados para todas las enzimas y metabolitos se 

muestran en las tablas 5 y 6. 

Fig. 24. A) Determinación de la Km de la EhHPI por F6P. B) 
Determinación de la Km de la EhALDO por DHAP.  
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Fig. 24. C) Determinación de la Km de la EhGAPDH por G3P. D) 

Determinación de la Km de la EhPGK por GDP. 

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
0

1

2

3

4

5

6

7

C
Reacción directa

Model: Hyperbl
Chi^2 = 0.031
VmpH7     6.4 ± 0.112
KmpH7   0.0293 ± 0.0024

Eh
G

A
PD

H
  (

µm
ol

/m
in

xm
g)

G3P (mM)
0 1 2 3 4

0

200

400

600

800

1000
D Reacción directa

Model: Hyperbl
Chi^2 = 584.314
Vmax  933.872  ±  16.594
Km    0.1466  ±  0.0110

 P
G

K
 (µ

m
ol

/m
in

xm
g)

GDP (mM)



 

 

    

Tabla 5. Parámetros cinéticos de las enzimas para la reacción directa. 

 

 
 

 
pH   7.0 pH   6.0 

HPI 
Vmaxa 

Km G6P
b 

541 ± 187 (3)*c 

0.66 ± 0.21 (3) 

392 ± 125 (3) 

0.61 (2) 

ALDO 
Vmax(-Co2+) 

Vmax(+Co2+) 

Km F1,6P2 

24 ± 4 (3)** 

31 ± 0.010 (3) 

0.004 (2) 

2.8  ±  1.4 (3) 

15 (2) 

0.028 ± 0.013 (4)

GAPDH 
Vmax 

Km G3P 

27 ± 1 (3)** 

0.033 (2) 

13 ± 4 (3) 

0.043 ± 0.017 (3)

PGK 

Vmax 

Km 1,3BPG 

Km GDP 

Km ADP 

628 ± 51  (6)** 

0.127 ± 0.029 (3)

0.292 ± 0.096 (5)

3.4 (1) 

279  ±  90  (6) 

0.125 (2) 

0.040 ± 26 (3) 

0.600 (1) 

  aVmax(µmol/minxmg), bKm (mM). Los valores en los paréntesis 
indican el número de preparaciones de enzimas ensayadas. * pH 
óptimo 8.0; ** pH óptimo 7.0; cLos valores de Vmax y Km G6P a pH 
8.0 (óptimo) son 608 ± 107 (3)  y 0.750 (2), respectivamente. 



 

 

 

Tabla 6. Parámetros cinéticos de las enzimas para la reacción reversa.  

  
pH 7.0 pH  6.0 

HPI 
Vmaxa 

Km F6P
b 

284 ± 91 (3)d 

0.130 (1) 

182 ± 32 (3) 

0.460 ± 0.03 (3) 

ALDO 
Vmax 

Km G3P 

Km DHAP 

29 (1)*ND 

0.108 (1) 

0.105 (1) 

34 (2) 

0.210 (2) 

0.264  (2) 

GAPDH 
Vmax 

Km 3PG 

Km 1,3BPG 

36 ± 9 (3) 

0.246 (2) 

0.010 (1) 

40 ± 18 (3) 

0.570 (2) 

0.016 

PGK 

Vmax 

Km 3PG 

Km GTP 

Km ATP 

87 (2) 

0.570 (2) 

0.075 (2) 

3.3 (1) 

62 (2) 

0.505 (2) 

0.061 (3) 

1.840 (1) 

   a,b Unidades definidas igual a la Tabla 5.   ND, no determinado  
    dLos valores de Vmax. y KmF6P a pH 8.0 (óptimo) son 620 ± 92 (4)            
   y 0.480 ± 63 (3) respectivamente. 



 

 

        Los datos de las actividades enzimáticas pueden verse 

afectadas drásticamente por un cambio en el pH. Por ejemplo el valor 

de pH ácido puede modificar, en algún grado, las afinidades de las 

enzimas por sus sustratos y productos. Por lo que las propiedades 

cinéticas de las cuatro enzimas glucolíticas fueron determinadas bajo 

las mismas condiciones. 

 

        De acuerdo con el único reporte de Aley, 1984, el cual indica 

que el pH citosólico de E. histolytica  podría ser similar al medio de 

cultivo (pH 6.5); decidimos medir las actividades cinéticas tanto a pH 

óptimo como pH 6.0 y 7.0 y a temperatura de 37 °C, temperatura a la 

cual se crecen a las amibas in vitro y a la cual se localizan en el 

hospedero, estos parámetros se consideran mas fisiológicos. Ya que 

los parámetros cinéticos reportados para algunas enzimas glucolít icas 

amibianas fueron determinados a valores de pH de 7.0 – 8.0 y a 

temperatura de 25 – 30 °C. 

 

      Los valores de Vmax  de las enzimas recombinantes en la 

reacción directa (glucólisis) (Tabla 5.), se encuentran dentro del 

rango  de la actividad que se reporta frecuentemente para estas 

enzimas glucolít icas en otros organismos incluidas en la base de 

datos BRENDA (actividades en U.mg-1: ALDO, 2-20; GAPDH, 9-200; 

PGK, 600-700.  

 

     A pH 7.0 la EhALDO (en ausencia de metal divalente) presenta la 

menor actividad, seguida de la GAPDH (en ambas direcciones). En 

general las ALDO (clase I y II) son enzimas que muestran poca 

actividad en la vía glucolítica de los organismos; sin embargo ambas 

poseen una alta afinidad por su sustrato (Tabla 5 y 6). A pH 6.0 los 

valores de Vmax para la EhHPI no muestran cambio (tomando en 



 

 

cuenta la desviación estandar), sin embargo la actividad de la 

EhALDO, la EhGAPDH y la EhPGK decrecen entre 12 – 50% (El valor 

para la EhALDO es en ausencia de metales pesados). 

 

      En la reacción directa, las enzimas más susceptibles a los 

cambios de pH son la EhALDO con un decremento de hasta 8 veces en 

el valor de la Km, cuando el pH se varió de 7.0 a 6.0, lo anterior en 

ausencia de cobalto (tabla 5). La EhALDO en presencia de 0.2 mM 

CoCl2, t iene un incremento del 50% en la Vmax a pH 7.0 con respecto 

a la de pH 6.0. 

 

       Es de l lamar la atención que aunque la ALDO y, en general las 

fructosa bifosfato aldolasas tienen los menores valores de actividad 

en la glucólisis (tabla 5), estas muestran, una gran afinidad por su 

sustrato fru(1,6)P2 (amiba 4 µM; otros organismos 1 – 10 µM) y son 

entre las enzimas glucolíticas, las más abundantes en las células por 

ejemplo; en músculo esqueletico  (Srivastava, 1987), y en 

Trypanosoma brucei (Misset, 1984).  

             

      Los valores de Km por Fru(1,6)P2 de la ALDO recombinante son 

iguales a los obtenidos en extractos amibianos. Por lo que la 

presencia de la etiqueta de 6 histidinas en las enzimas recombinantes 

no afectan los parámetros cinéticos. 

  

      La EhPGK muestra una mayor afinidad por GDP hasta en un orden 

de magnitud que por ADP (tabla 5), esto índica que la EhPGK 

preferentemente genera GTP sobre ATP. El GTP puede ser usado 

directamente para la síntesis de proteínas y ácidos nucleicos o para 

procesos de transducción de señales. 

 



 

 

       Además, la actividad de nucleosido difosfocinasas pueden 

fáci lmente trasfosfori lar al ADP uti l izando GTP para producir ATP. En 

contraste, la EHPGK podría uti l izar ADP solo si in vivo, la 

concentración de ADP es mayor que la de GDP. 

 

       El decremento en los valores de Vmax en la PGK a pH 6.0 en 

comparación con pH 7.0 fue compensado por el incremento de 3 

veces en la afinidad por su sustrato (GDP). Notablemente la EhALDO, 

mostro baja Vmax a pH 6.0 acompañada por una gran afinidad por 

Fru(1,6)P2, esto sugiere que esta enzima podría ser un sitio de 

control de la vía; cuando el citosol de la amiba se encuentre 

acidif icado y el sustrato, metales pesados o la concentración de la 

enzima sean l imitantes. 

 

       En la reacción reversa la enzima mas susceptible fue la HPI la 

cual mostró un decremento de alrededor de 30% en los valores de 

Vmax, cuando el valor de pH varió de 7.0 a 6.0 (tabla 6.) 

 

       La EhPGK muestra valores de  Vmax menores que en la reacción 

directa, El valor de Vmax de la GAPDH es al menos el doble que en la 

reacción directa. Los valores de EhHPI en la reacción reversa son 

similares a los reportados en el banco de datos de BRENDA, para HPIs 

de humano, ratón y espinaca (500 – 1000•mg-1).  

 

       Los valores de Km de los sustratos en la reacción directa y 

reversa de las cuatro enzimas recombinantes (tabla 5 y 6, 

respectivamente), se encuentran en el mismo orden de magnitud que 

los valores que se han reportado para las enzimas de E. histolytica. 

 

 



 

 

 

VII. 5. 5   Efecto de activadores 

 

 Activación de EhALDO por metales 

 

      La secuencia de aminoácidos de la EhALDO indicó que tiene más 

similitud con las aldolasas tipo II que requieren un metal para su 

actividad (metaloenzima). Para determinar la dependencia por 

metales en la actividad de la ALDO, se hicieron ensayos con diversos 

metales (Zn2+, Co2+, Cd2+ y Mn2+), los cuales son activadores de 

estas enzimas. 

 

       A pesar de que la preparación de EhALDO que se usó para este 

experimento era reciente, ésta tuvo baja actividad, debido a que la 

resina que se util izó ya se había usado en purificaciones; por lo tanto 

concluimos que la proteína purificada va acarreando el cobalto de la 

resina y al usar resina nueva la actividad inicial de la enzima será 

mayor que en las preparaciones en las que la resina ya ha sido 

uti l izada anteriormente. 

 

       En la Fig. 25. se muestran las gráficas donde se observa la 

activación de la enzima por los diferentes metales ensayados. 



 

 

 

Fig. 25.  Activación de la EhALDO por metales. 
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    La Tabla 7 resume los valores a los cuales se incrementó la 

actividad de la enzima en presencia de las diferentes concentraciones 

de los metales.   

 

 

 
Actividad 

µmol/min x mg 

Aldolasa (act. Inic.) 4.5 

CoCl2       30µM 

ZnSO4        6 µM 

MnCl2    0.5 mM 

CdCl2       8 µM 

20 

7.6 

7.0 

6.2 

 
 Tabla 7.  Concentración de diferentes metales a la cual se       
   alcanza la mayor velocidad de la aldolasa. 
 

      La EhALDO (metaloenzima) mostró una mayor Vmax cuando se 

util iza cobalto (µM), y el manganeso es el menos potente debido a 

que necesita una concentración mayor (mM) para ver un cambio 

modesto en la actividad de la enzima. 

 

       

 

 

   

 

 

 

 



 

 

      Ya que la aldolasa es una metaloenzima y su actividad se ve 

incrementada en presencia de metales divalentes, al ser expuesta a 

un quelante como el EDTA, la actividad es inhibida. La Fig. 26  

muestra la inhibición de la enzima por la adición de bajas 

concentraciones de EDTA. Cabe señalar que este experimento se 

realizó con una purif icación diferente a la usada para los 

experimentos de activación por metales, por lo que se expl ica que las 

actividades iniciales sean diferentes. Esta disminución en la actividad 

no pudo ser revertida por la adición de metales (Dato no mostrado). 
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     Fig. 26   Inhibición de EhALDO por EDTA 

 

 

 



 

 

VIII.  DISCUSIÓN  GENERAL 

        

       Mediante alinemientos de las enzimas glucolit icas de otros 

organismos con la secuencia del genoma de E. histolytica, se logró  

identif icar la secuencia completa que codifica para cada una de las 

enzimas de nuestro interés. A partir de DNA genómico,  por la técnica 

de PCR se lograron amplificar los cuatro genes. 

 

      A partir del análisis de la secuencia de aminoácidos se determinó 

que las enzimas glucolít icas muestran un alto porcentaje de simil itud 

e identidad con respecto a las mismas enzimas en otros organismos.  

 

      Se logró la clonación de los genes en E. coli, sin ningún tipo de 

mutación, corroborando la identidad de las proteínas con enzimas de 

restricción y por secuenciación. 

 

     La sobre-expresión de las proteínas recombinantes se realizó de 

manera exitosa en el sistema pET 28, obteniendo colonias que sobre-

expresaban la proteína en gran cantidad de forma soluble, por lo que 

la purificación fue relativamente fáci l (Fig. 17). 

 

     El análisis densitométrico de las proteínas mostró un grado de 

pureza  de entre 90-99% (Fig. 17). 

 

      A diferencia de la EhHPI y la EhPGK, la EhALDO y la EhGAPDH 

mostraron un poco de dificultad para ser purif icadas pero al adicionar 

10 mM de β-mercaptoetanol se logró obtener proteínas más estables. 

Para almacenar a las proteínas recombinantes EhALDO y EhGAPDH  se 

agregó 2 mM DTT a ambas y 10 µM F1,6BP a la aldolasa, para 

favorecer la estabil idad. 



 

 

     La EhHPI mostró ser una enzima muy conservada y muy similar a 

las reportadas para otros organismos.  

 

      El análisis de secuenciación y la comparación de dicha secuencia 

con la de otros organismos indico que la EhALDO es una aldolasa 

clase II que requiere metal para su actividad y un dato importante es 

que la característica de esta enzima no se encuentra en la Aldolasa 

de humanos. 

        

      La enzima EhALDO es una enzima lenta en la dirección directa a 

los diferentes pHs, pero muy afín por la fructosa 1,6-bifosfato, sobre 

todo a pH= 6.0. Por lo que tal vez esta enzima es un punto de 

control, al presentar una baja velocidad pero muy afín a su sustrato. 

 

       Se comprobó la identidad de la EhALDO clase II (metaloenzima) 

y se demostró que el cobalto fue el mejor activador a una 

concentración de 30µM. Esta concentración de Co2+ incrementa la 

velocidad inicial fue hasta  en 4.5 veces mayor. También se comprobó 

que La EhALDO es inhibida a bajas concentraciones de quelante 

(EDTA), y que esta inhibición es irreversible por la adición de Co2+. 

 

       La EhPGK  muestra tener un alto porcentaje de simil itud e 

identidad con enzimas homologas de grupos tan diversos como 

vertebrados, levaduras y bacterias. A pesar de este alto grado de 

conservación, se encontró que esta enzima es dimérica y no 

monomérica como las de la mayoría de los organismos. Además, la 

EhPGK posee mayor afinidad por GDP que por ADP hasta en un orden 

de magnitud, esto sugiere que la amiba tiene mayor concentración de 

GDP que ADP. 

 



 

 

 

      Los valores de Vmax y Km que se reportan en este trabajo  se 

encuentran en el intervalo de actividad determinado para las mismas 

enzimas en otros organismos, por lo que el tratamiento que se les da 

a las proteínas recombinantes no afecta estos valores. 

 

      En cuanto a la estabil idad se observó una mayor permanencia de 

la actividad en las enzimas almacenadas en presencia de 50% glicerol 

a –20°C. Las proteínas más estables son  la HPI y PGK con un tiempo 

de conservación de alrededor de 6 meses. 

 

 



 

 

IX.  CONCLUSIONES 

   

 

Se obtuvieron los genes que codifican para las enzimas glucolít icas y 

se compararon con los (genes) de las enzimas reportadas en otros 

organismos, mostrando altos porcentajes de similitudes e identidad. 

Purificamos a las cuatro enzimas glucolít icas amibianas en forma 

pura y  activas. Se calcularon los parámetros cinéticos de cada una 

de las proteínas recombinantes, se probaron algunos activadores 

para la EhALDO, observando que el cobalto es el que posee una 

mayor capacidad de activación. Para la EhHPI y EhGAPDH estás 

enzimas se encuentran dentro del rango de valores de velocidad 

máxima y constante de afinidad para los diferentes sustratos a lo 

que se reporta para estas enzimas en otros organismos, no poseen 

activadores o inhibidores. La EhPGK muestra mayor afinidad por los 

sustratos con bases nitrogenadas de guanina que por los de adenina 

hasta en un orden de magnitud, a demás de mostrar ser un dímero a 

diferencia de la mayoría de las PGKs reportadas. Esta enzima posee 

características que la hacen  enzima características mas 

sobresalientes de este trabajo. 

 



 

 1

 

X.   PERSPECTIVAS 

    

     Con los datos obtenidos para estas cuatro enzimas, se amplia la 

información sobre esta vía metabólica en Entamoeba histolytica. La 

información es valiosa para determinar como se podría estar 

controlando la glucólisis, esto mediante análisis de elasticidades y 

haciendo el modelaje por métodos de computadora. De esta forma se 

podría establecer otras estrategias para el diseño de nuevos 

tratamientos contra la amibiasis.  

 

     Habiendo determinado la diferencia de Km de la EhPGK por los 

sustratos con bases nitrogenadas de guanina sobre los de adenina, 

estamos interesados en realizar un análisis estructural de la afinidad 

por GDP/ADP de la EhPGK, esto mediante mutagenesis dirigida hacia 

los posibles aminoácidos involucrados en la unión de la enzima con la 

base nitrogenada del sustrato.  
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