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Resumen

Entamoeba histolytica es una especie patdgena para el hombre, causante de la enfermedad
conocida como amibiasis, cuyo cuadro clinico incluye una variedad de lesiones intestinales y
extraintestinales, y en ocasiones la generacidn de absceso hepatico. Esta patogenicidad se ha
atribuido, entre otras razones, a la expresion de proteasas, especialmente de proteasas de
cisteina, enzimas que rompen enlaces peptidicos en un residuo de cisteina. En los Ultimos anos,
el estudio y la purificaciéon de proteasas amibianas ha ido en aumento, sin embargo estos
estudios suelen clonar los genes de las proteasas y expresarlos en células distintas a E. histolytica
o recurrir a la lisis celular, dejando de lado el estudio de las proteasas secretadas por el parasito,

las cuales corresponden a la forma in vivo en la que se presentan estas moléculas.

Con el objetivo de separar y caracterizar bioquimicamente las enzimas de secrecién del parasito,
se cultivaron trofozoitos de E. histolytica de la cepa HM1:IMSS en medio TYI-S-33 sin suero,
considerado como medio de secrecién. Transcurridas 6 h de cultivo, el medio de secrecion fue
recuperado y utilizado para caracterizar el perfil proteinico y la actividad de las proteasas,
mediante geles SDS-PAGE al 12% con gelatina al 0.05% respectivamente. Una vez determinado
el perfil de proteasas, se realizé una cromatografia en la columna preparativa Superdex 200. Las
80 fracciones obtenidas por este método de separaciéon se concentraron en tercias, y se
seleccioné una fraccion con base en la concentracién de proteina, el peso molecular, el perfil
proteinico y la actividad enzimatica. La fraccidn seleccionada, se expuso a diferentes condiciones

de pH, temperatura, iones, inhibidores de proteasas, agentes quelantes y agentes reductores.

Se demostrod que la secrecidn de E. histolytica contiene proteinas que van de los 25-250 kDa, las
cuales presentan actividad de proteasas entre los 37-75 kDa. Por otra parte, la fraccién SD36-38
presentd proteasas de cisteina no dependientes de iones, con actividad éptima a pH 5 vy
temperatura de 40°C, condiciones similares a las que presentan las vesiculas donde son
secretadas y a la temperatura del higado humano, respectivamente. De igual manera, se
observé un aumento en la actividad de una proteasa de cisteina (<36 kDa) bajo condiciones de
pH acido, altas temperaturas y flujo de calcio. En conclusidn, E. histolytica secreta proteasas que
muestran actividad en condiciones similares a las presentes en la fisiopatologia de la

enfermedad.
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I. Introduccién

1.1 Entamoeba histolytica: Taxonomia

El término amiba o ameba es generalmente usado para protistas con capacidad de formar varios
tipos de seuddpodosl. Dentro de estos nombres se incluye, Entamoeba histolytica.
Tradicionalmente E. histolytica ha sido clasificada dentro del Phylum Sarcomastigophora, donde
se incluyen protozoarios que se mueven por medio de flagelos, seudépodos o ambos. A su vez,
este Phylum se divide en dos Subphyla: Mastigophora o flagelados y Sarcodina o amibas. Otra
clasificacion también usada es: Reino Protozoa, subreino Sarcomastigophora, Phylum
Amebozoa?. Las clasificaciones antes mencionadas se siguen usando hoy en dia en el trabajo
clinico. Sin embargo, se han ido desarrollando clasificaciones basadas en analisis bioquimicos y

moleculares.

En la clasificacién propuesta por Adl y colaboradores (Tabla 1), E. histolytica se incluye dentro
de un super grupo llamado Amoebozoa, el cual se conforma por organismos con capacidad de
formar quistes y cuya locomocidn se realiza principalmente por pseuddpodos, y a su vez se
incluye también dentro de la familia Entamoebidae, en la cual encontramos caracteristicas como

son: la ausencia de mitocondria, peroxisomas e hidrogenosomas?.

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de E. histolytica empleando el esquema de Adl, 2005.

Dominio: Eukarya Corlis, 1994

Reino: Protista Goldfuss, 1818

Super grupo: | Amoebozoa (Luhe, 1913) Cavalier-Smith, 1998
Clase: Entamoebidae Cavalier-Smith, 1993

Orden: Endamoebida Cavalier-Smith, 1993

Familia: Entamoebidae (Chatton, 1925) Cavalier-Smith, 1993
Género: Entamoeba Levine et al, 1980

Especie: Entamoeba histolytica | (Schaudinn, 1903) Walker, 1911




En las clasificaciones descritas anteriormente, se incluye a E. histolytica dentro del género
Entamoeba que ademas contiene varias especies de amibas parasitas de vertebrados con
capacidad de infectar al hombre®*, como son: Entamoeba coli, Entamoeba gingivalis, Entamoeba

moshkovskii, Entamoeba hartmanni, Entamoeba polecki y Entamoeba dispar®.

1.2 Biologia de la amiba

Se sabe que E. histolytica es un organismo fermentador obligado, tolerante a bajas
concentraciones de oxigeno, que no presenta mitocondrias, proteinas del ciclo del Krebs ni de
la cadena transportadora de electrones®. Esta carencia de respiracién aerdbica responde a las
bajas concentraciones de oxigeno que predominan en el intestino delgado, donde E. histolytica
lleva a cabo parte de su ciclo de vida’. Otra caracteristica del parasito es que durante la mitosis
en E. histolytica no se ha observado una ruptura de la envoltura nuclear® ni una condensacién
completa de cromosomas, en cambio si se han registrado variaciones en el tamafio de los

cromosomas, lo que ha dificultado determinar el nimero exacto de estos®.

La mayoria de los estudios celulares y moleculares de E. histolytica en el mundo, se han realizado
con la cepa HM-1:IMSS, incluyendo su secuenciacién genémica que dio como resultado el primer
genoma amibiano secuenciado®. A partir de esta secuenciacién fue posible identificar 9 938
genes y algunos elementos gendmicos méviles como son: trasposones y retrotrasposones, los
cuales podrian estar participando en la generacién de variantes patdgenas de E. histolytica,

aunque esto Ultimo no ha sido estudiado a fondo™.

En cuanto a la reproduccidn, E. histolytica se asocia habitualmente a un proceso asexual
conocido como fisién binaria’, sin embargo, la secuenciacion y el andlisis del genoma de E.
histolytica advierte que en sus cromosomas han ocurrido eventos celulares como la
recombinacidn meidtica, lo cual sugiere la posible existencia de un mecanismo de reproduccion

sexual®.

1.2 Ciclo de vida

La infeccion por amiba comienza con la ingesta de quistes presentes en agua o comida

contaminada con heces humanas. Los quistes sobreviven a las condiciones acidas del estdmago,
2



viajan a través del intestino delgado y dentro de la terminal ileon o colon’, cada quiste maduro
origina una amiba con cuatro nucleos que después de dividirse, forma ocho trofozoitos con un
solo nucleo. Los trofozoitos colonizan el lumen, la mucosa y las células epiteliales del intestino
grueso®?, ingieren bacterias, eritrocitos y detritos celulares?, se multiplican en la luz intestinal
por fisidon binaria y se enquistan, produciendo quistes con cuatro ntcleos, que después de dos
divisiones sucesivas forman un quiste con solo un nucleo'!. El ciclo bioldgico termina cuando se

excretan los quistes infecciosos’ (Figura 1).

Ingesta de quistes en agua
o comida contaminada

Infeccion no invasiva:
Excrecién del quiste en

heces )\
T
7T d - = .
.: -” :” 744 / Desenqmstamlento
Quiste & /" Un trofozoito tetranucleado se divide
tetranucleado 7Y/  tres veces, y cada nicleo una vez mas,
Infeccion invasiva: . oy para producir ocho trofozoitos de cada
Infeccién a sitios como, " o quiste
higado cerebro y pulmones, { (L\r‘« }
via torrente sanguineo ~
20 .l \ 4 \'ﬂl/ /
’/ N L Trofozoitos migran al intestino
grueso
b d Trofozoitos invaden
™ 7 la mucosa intestinal J

Quiste inmaduro

Trofozoitos se dividen
Enquistacién por fisién binaria

Figura 1. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica. Modificado de Ruiz, 2008%.

1.2.1 Quiste

La morfologia del quiste ha sido la base para identificar las diferentes especies del genero
Entamoeba durante muchas décadas de trabajo en los laboratorios??, de los cuales se consideran
tres caracteres morfoldgicos: su tamafio, el nimero de nucleos en los quistes maduros y la
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morfologia de los nucleos*. En particular los quistes de E. histolytica miden entre 10-15 pm de
diametro, presentan de uno a cuatro nucleos dependiendo del estado de madurez, ademas
presentan también granulos de glucdégeno y ensamblajes ribosémicos Illamados cuerpos
cromatoides’. Estos cumulos ribosémicos, muy poco frecuentes en otros eucariontes, pueden
ser reflejo de periodos de actividad metabdlica reducida, previa a la diferenciacion de los

trofozoitos a quistes??.

A nivel gendmico en E. histolytica, se han detectado dos genes que producen sintasas de
quitina, las cuales participan en la formacién de la pared de quitina que rodea a los quistes’
(Figura 2). Por otro lado, una de las grandes incégnitas acerca del quiste es el proceso de su
formacién, Los Unicos datos reportados han sido obtenidos en Entamoeba invadens, una amiba
pardsita de reptiles, en la cual se ha sugerido que la unidn de una lectina de unién a galactosa
en la superficie del parasito puede ser un desencadenante de la enquistacion’. En E. histoytica
ha sido dificil estudiar el proceso de enquistacion, debido a que no se tiene un método de cultivo

de quistes in vitro lo cual limita los estudios bioquimicos y moleculares?.

A) B)

Figura 2. Quiste de E. histolytica. A) Tefiido con negro de clorazol en heces, se observan dos de
los cuatro nucleos caracteristicos (aprox. 1600x)” B) Microscopia de barrido, se observa la forma
esférica y la superficie rugosa de la pared del quiste (PQ) (Barra= 100 nm)>.

1.2.2 Trofozoito

El trofozoito de E. histolytica es pleomodrfico o ameboide, es decir, que cambia su forma
continuamente debido a la fluidez del citoplasma y a la plasticidad de su membrana plasmatica
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(Figura 3). Estas caracteristicas le permiten a la amiba desplazarse eficientemente sobre
cualquier superficie formando proyecciones del citoplasma llamadas seudépodos y son
determinantes para su nutriciéon, ya que participan en la captura de alimento mediante
mecanismos celulares como la pinocitosis, para ingerir liquidos, y la fagocitosis, para capturar
sélidos®. Existen diferentes tipos de fagocitosis, en el caso de las amibas, este proceso ocurre

por succidn a través de canales estrechos!! (Figura 4B).

Los trofozoitos de E. histolytica tienen un didmetro que varia de 10 a 50 um’, presentan una
gran cantidad de vacuolas de diferente tamafio®y anteriormente eran consideradas células sin
citoesqueleto, lisosomas ni sistemas membranales equivalentes al complejo de Golgi y al
reticulo endopldsmico?!. Estos resultados eran sorprendentes, ya que los estudios de biologia
molecular habian identificado en las amibas algunas de las proteinas que participan en funciones

caracteristicas de las citadas estructuras®.

Actualmente el desarrollo de nuevas técnicas de
fijacién y microscopia nos ha mostrado que, mds que
células carentes de organelos, los trofozoitos
contienen probablemente organelos sensibles. Por
ejemplo, respecto a las membranas, la congelacion
ultrarrdpida ha permitido identificar un sistema de
pequefios canaliculos que podria corresponder a un

reticulo endopldsmico liso® (Figura 4C).

En condiciones naturales el trofozoito tiene sélo un

nucleo, no obstante, en cultivos in vitro pueden

observarse con frecuencia dos o mds nucleos®.

Figura 3. Fotomicrografia electronica de

barrido de E. histolytica en cultivo, se  Contrario a los quistes, los trofozoitos son altamente
aprecia el pleomorfismo entre amibas de
la misma especie®. moviles, el combustible para este movimiento

proviene de la conversidon anaerdbica de la glucosa y
piruvato a etanol. Un aspecto que resulta interesante es que muchas de las enzimas metabdlicas
parecen ser de origen procarionte, posiblemente adquiridos a partir de la transferencia lateral

de genes de bacterias’.

Los trofozoitos tienen capacidad de invadir los tejidos del hospedero, pero no logran sobrevivir

fuera de él, por lo que no tiene capacidad de invadir un nuevo ser humano'®.



A) B) o)

Figura 4. Trofozoito de E. histolytica. A) Vacuolas, las flechas indican la presencia de vacuolas
caracteristica en esta forma del pardsito B) Canales, la imagen muestra diversos canales que
forma la membrana celular para realiza el proceso de fagocitosis 2 C) Grupo de cisternas
aplanadas similares al aparato de Golgi (F) y grdnulos de glucégeno (G)?

1.3 Amibiasis

La amibiasis es definida por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como la infeccion
provocada por E. histolytica®. Si bien, el conocimiento de la amibiasis comenzé formalmente
hace poco mds de un siglo, los estragos que causa la amiba ya eran conocidos desde mucho
tiempo atrads® por lo cual es, probablemente, una de las enfermedades cuya historia estd mejor

documentada.

1.3.1 Historia de la amibiasis

Los casos de amibiasis se remontan hasta la Antigua Grecia (460 a 377 a.C.) cuando Hipdcrates
reportaba esta enfermedad como “flujo de vientre”?6, Sin embargo, pasaron mas de 2000 afios
hasta que en 1875 el fisico Feder Losch asocié a E. histolytica con algunos de los sintomas de la
amibiasis como son: la disenteria y las ulceraciones intestinales’. Posteriormente en 1903 Fritz
Schaudinn nombré al parasito encontrado veinte y ocho afios antes como E. histolytica debido

a su capacidad de causar lisis tisular®.

En 1925 el parasitélogo francés Emile Brumpt, basado en observaciones clinicas,
epidemioldgicas y estudios experimentales, propuso la existencia de E. histolytica como un
complejo de dos especies morfoldgicamente indistinguibles a las que denomind E. dysenteriae
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causante de la infeccidn sintomatica, y E. dispar encontrada solo en portadores asintomaticos?®.
Aunque este planteamiento fue rechazado inicialmente por la comunidad cientifica
internacional de la época, a inicios de los afios setenta se acumularon datos que apoyaban la
hipdtesis de Brumpt, los cuales llevaron a que en 1978 Sargeaunt y Williams, a través de
electroforesis de isoenzimas, distinguieran por primera vez dos cepas de E. histolytica,
confirmando asi la existencia de una especie patdgena y otra no patégena*. En 1993 Diamond y
Clarck concluyeron que existian pruebas suficientes para respaldar la existencia de dos especies
con distinta patogenicidad, E. histolytica y E. dispar. Y asi fue como en 1997, mediante un comité

de expertos de la OMS reunidos en México, fue aceptada esta hipdtesis?’.

Para ese momento México era considerado como “La patria de la investigacién en amibiasis”
debido a los numerosos seminarios internacionales sobre este padecimiento organizados por el
Doctor Sepulveda durante el siglo XX* los cuales eran seguimiento de la abundante
investigacion en amibiasis realizada durante el siglo XIX. Fue durante este ultimo siglo cuando
el absceso hepatico, muy probablemente amibiano, hizo estragos en la poblacidn de la Ciudad
de México lo que llevo a él Doctor Miguel Jiménez a proponer el drenado del absceso hepatico

como un tratamiento eficaz del padecimiento®®.

1.3.2 Epidemiologia de la amibiasis

La amibiasis tiene una distribucion mundial con una alta prevalencia en paises cercanos al
trépico. A nivel mundial se estima que existen alrededor de 480 millones de personas infectadas,
aproximadamente 12% de la poblacion®®. Estas cifras ubican a la amibiasis como la tercera
parasitosis causada por protozoarios con mayor mortalidad'!, responsable de hasta 100 000

muertes por afio segun datos de la OMS?,

La susceptibilidad de los humanos a la amibiasis parece ser general®!, aunque frecuentemente
los grupos con mayor riesgo de tener una evolucidn grave son los nifios, ancianos, personas con

desnutricién y los pacientes que reciben terapia con corticoides®.

En el caso de México (Figura 5) se calcula que el 8% de la poblacion es seropositiva para amibas®..
Las tasas de mayor incidencia por rangos de edad se reportan en los individuos menores de 14
afios y mayores de 50 afios (Figura 6), lo cual coincide con lo mencionado anteriormente. Por

otro lado, se ha demostrado en diferentes paises, que la infeccién y la enfermedad son



relativamente frecuentes en pacientes VIH positivos. A pesar de eso, en dos estudios realizados
en México ninguno de los pacientes VIH positivos infectados con E. histolytica presentaba
sintomas atribuibles al parasito??. Estos resultados contradictorios pueden deberse a diferentes
grados de inmunosupresién de los pacientes o a la existencia de diferentes genotipos del
parésito?®®. Aunque también se ha demostrado que existen determinantes genéticos de
susceptibilidad en el humano, entre los que se encuentran; el polimorfismo 223R, el cual
aumenta hasta cuatro veces las probabilidades de adquirir la infeccién; o el alelo HQ DQB1*0601
del antigeno leucocitario humano (HLA) de clase Il asociado a la proteccién contra la

enfermedad?®?.

2010

N\ f o

B 1. Guerrero

B 2 Oaxaca “ | ,/
M 3. Tabasco
M 4. Chiapas
B 5. Nayarit A
A
2002
\\*ﬂ [
| E i;
f
M 1. Sonora
M 2 Colma . j ‘/
W 3 Sinaloa ]
W 4. Chiapas J
B 5 Nayarit B
B

Figura 5. Estados de la Republica Mexicana con mayor incidencia de A) Amibiasis intestinal y
B) Absceso hepético amibiano?.



El diagnostico, se basa en la observacidon microscdpica, la cual no permite diferenciar entre E.
histolytica, E. dispar y E. moshkovskiji, debido a que estas tres especies de amibas son
morfoldgicamente indistinguibles®®. La coinfeccidn con estas tres especies es comun, por
ejemplo, un reporte en Bangladesh informa que, de 109 muestras de heces de nifios en edad
preescolar, el 21% fue positivo para la infecciéon por E. moshkovskii, y el 73% de éstas tuvo
también E. histolytica o E. dispar. La realizacién de un diagndstico especifico es importante ya

que en caso de infeccién con E. dispar y E. moshkovskii no hay necesidad de dar tratamiento??.
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Figura 6. Incidencia de la amibiasis intestinal por afios e intervalo de edad. Periodo 2005-2010%3.

Se han demostrado cambios en la virulencia de E. histolytica dependiendo de la presencia de
bacterias co-cultivadas in vitro, lo cual plantea que el microbioma intestinal en un individuo dado,
podria potencialmente influir en la infeccidn por E. histolytica’?. Adicionalmente se ha descrito
que la amibiasis también es el resultado de factores interrelacionados que comprenden
aspectos sociales, econdmicos, culturales, histdricos e incluso politicos?* y que dichos factores

no son determinantes para presentar un cuadro clinico grave de amibiasis.

1.3.3 Patologia de la amibiasis

Las personas infectadas con E. histolytica se dividen en dos grupos de acuerdo a las
manifestaciones clinicas: sintomaticos y asintomaticos, estos Uultimos también Ilamados
portadores®. Si bien es cierto que la infeccion con E. histolytica en el 80-90% de los casos es de
tipo asintomatica®®, estos individuos juegan un papel fundamental en la trasmisién de la

infeccidn, ya que se calcula que un portador crénico es capaz de excretar hasta 15 millones de
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quistes al dia?’. La amibiasis sintomatica por otro lado, es primariamente una enfermedad
intestinal®® que se caracteriza por la destruccion de los tejidos del hospedero y la produccién del

absceso hepatico amibiano?.

1.3.3.1 Amibiasis intestinal

La enfermedad intestinal invasiva puede ocurrir dias o afios después de la infeccidn inicial,
cuando E. histolytica afecta la mucosa intestinal provocando necrosis y Ulceras, lo cual puede
generar sintomas como son: dolor abdominal y diarrea sanguinolenta®®. La tasa de mortalidad
de la colitis intestinal alcanza el 3%, de estos individuos el 30% presenta también perforacién

intestinal®.

Entre las complicaciones de la amibiasis intestinal invasora se encuentran el ameboma del

colon, que consiste en el desarrollo de un granuloma amibiano que puede obstruir el transito

del intestino y que puede confundirse con cancer de colon; la ruptura de alguna ulcera intestinal,
con la consecuente diseminacidn de la infeccidn a la cavidad peritoneal; la colitis fulminante y
el colon tdxico, siendo estas ultimas las complicaciones con la mortalidad mas alta, pero

afortunadamente las menos frecuentes actualmente?.

El tratamiento contra la amibiasis no es recomendado sin comprobar antes la existencia de
amibiasis invasora, ya sea intestinal o extra-intestinal, y menos aun cuando el individuo es
portador asintomatico de la enfermedad?. Una vez que se lleva a cabo el diagndstico pertinente,
los tratamientos recomendados son derivados del nitroimidazol®®, particularmente el
metronidazol, con el qué aproximadamente el 90% de los pacientes con disenteria leve o

moderada presentan una respuesta favorable’.

En algunas ocasiones los trofozoitos de E. histolytica ingresan al torrente sanguineo y se
diseminan a otros sitios del cuerpo® tales como pulmones, cerebro o higado®. De estos, la
manifestacidn clinica extraintestinal mas frecuente®, presente en menos del 1% de los pacientes

infectados por amibiasis intestinal, es el absceso hepatico amibiano .

1.3.3.2 Absceso hepatico amibiano
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Cuando las lesiones en el intestino causadas por E. histolytica son tan profundas que involucran
los vasos sanguineos, los trofozoitos viajan en la circulacién del colon y de ahi alcanzan la
circulacion de la vena porta que llega al higado?! debido a esta ruta de diseminacidn el absceso
hepético es cuatro veces mas frecuente en el |6bulo derecho del higado?. La mayoria de los
pacientes (65% -75%) presentan un solo absceso, sin embargo, los abscesos multiples también
son posibles?®. Un hecho que resulta interesante mencionar, es el reporte de diferentes
genotipos de E. histolytica en muestras derivadas de AHA y de heces de una misma persona®?.
Esta variacion genotipica se ha reportado también en pacientes con dos abscesos simultaneos e
independientes que resultan de la infeccion con cepas de E. histolytica con genotipos

diferentes®°.

Los sintomas mds caracteristicos de un paciente con AHA son dolor abdominal localizado en el
cuadrante superior derecho y fiebre, asi como posible presencia de disenteria, pérdida de peso
y malestar en general. La ictericia, coloracion amarilla en los ojos, se puede presentar en
pacientes con obstruccion de los conductos biliares provocada por el tamafio del o los abscesos
hepaticos. Ante la posibilidad de ruptura del absceso debe plantearse al paciente la necesidad
de realizar drenaje del material purulento?’. En caso de no estar presente ese riesgo, el

tratamiento recomendado es el mismo que para la amibiasis intestinal’.

1.4 Factores de virulencia: Proteasas

La gran capacidad que la amiba patdgena tiene para efectuar lisis en los tejidos fue lo que
justificdé denominarla histolytica®l. Esta capacidad citotdxica ha sido atribuida a diversos
factores de virulencia determinados in vitro, entre los que encontramos moléculas como: los
amiboporos que inducen la formacion de poros en liposomas sintéticos?, las fosfolipasas, el

componente C3 del complemento, las anafilatoxinas, los granulos electrodensos (EDG, por sus

siglas en ingles) y las proteasas’ siendo estas Ultimas el tema principal a continuacién.

El término proteasa aparecio en la literatura alemana de quimica fisiolégica en la Ultima parte
del siglo XIX como un término general para referirse a todas las hidrolasas que actuan sobre
proteinas o en la degradacidn de fragmentos de las mismas®? es decir, enzimas que catalizan la
hidrélisis de los enlaces peptidicos®. Otros términos usados comUnmente son: enzimas
proteoliticas, proteinasas y peptidasas y aunque histéricamente, estos términos tenian

significados ligeramente diferentes, en la actualidad las diferencias se han olvidado en gran
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medida®* quedando como simples sindnimos. Debido a que, aun hoy en dia suele existir
confusién a la hora de nombrar y clasificar a las proteasas, y como introduccion a algunos
términos que seran usados posteriormente, resulta importante hacer una breve resefia sobre

los sistemas de clasificacién de proteasas mds comunes.

1.4.1 Sistemas de clasificacién de las proteasas

Una de las formas mds sencillas y comunes para agrupar a las proteasas es clasificarlas en
exoproteasas y endoproteasas, términos usados para referirse a las proteasas que cortan uno o
algunos aminoacidos del extremo amino (N-) o carboxilo (C-) de la cadena polipeptidica y a las
proteasas que escinden internamente, respectivamente. Siguiendo estas categorias resulta

oportuno mencionar que la gran mayoria de proteasas son consideradas exoproteasas®2.

Si bien el uso de las categorias antes mencionadas es extendido, el esquema de reconocimiento
internacional para la clasificacién y nomenclatura de todas las enzimas, incluidas las proteasas,
en el sistema Unidn Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (IUBMB, por sus siglas en
inglés), la cual propone agrupar a las proteasas de acuerdo con la naturaleza quimica del sitio
catalitico. De esta forma se reconocieron inicialmente cuatro tipos de proteasas: de serina,
cisteina, aspértico y metaloproteasas®, y posteriormente se agregaron, los grupos de proteasas
de treonina y proteasas mixtas®*. Desafortunadamente el sistema de la IUBMB no ha sido del
todo satisfactorio debido a que, en él, una enzima se define por el hecho de que cataliza una
reaccion Unica, lo que ocasiona que proteinas diferentes, pero que catalizan la misma reaccion,
se clasifiquen dentro de un mismo numero y por el contrario, una sola proteina que cataliza
varias funciones, sea registrada con mas de un nimero de clasificacién2. En este contexto surgio
otro sistema de clasificacion, nombrado MEROPS en honor a un género de aves. El sistema
MEROPS es un recurso de informacidén para enzimas proteoliticas, inhibidores y sustratos (se
puede encontrar en http: // merops.sanger.ac.uk.). Este sistema intenta agrupar a las proteasas
con base en la homologia de las secuencias genéticas y reconoce tres categorias: tipo o especie,

familia y clan®.

El término tipo se usa para referirse a un conjunto de proteasas que se distinguen de acuerdo
con los grupos quimicos responsables de la catdlisis, como en el tipo serina, cisteina, aspartico
o metaloproteasa. El término familia se usa para describir un grupo de enzimas en el que cada
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miembro muestra una relacion evolutiva al menos entre si, ya sea a lo largo de toda la secuencia
o al menos en la parte de la secuencia responsable de la actividad catalitica. Por ultimo, un clan
comprende un grupo de familias para las cuales existen indicios de relacion evolutiva, a pesar
de la falta de similitudes estadisticamente significativas en la secuencia, considerando

principalmente la estructura terciaria de la proteina®>.

El andlisis de datos completos en mas de cien genomas, ha demostrado que aproximadamente
el 2% de todos los productos génicos son proteasas, lo que indica que éste es uno de los grupos
funcionales mas abundantes de las proteinas, presentes en todos los seres vivos desde virus
hasta humanos®. El campo de estudio de estas enzimas esta claramente en una etapa de rapida
expansion3®, desde hace un par de décadas homdlogos de proteasas se secuencian mucho mds
rapido de lo que se pueden caracterizar®, lo cual reafirma la importancia de aumentar los
trabajos de caracterizacidon para equilibrar el conocimiento filogenético y el conocimiento que

se tiene respecto a las funciones de dichas enzimas.

1.4.2 Importancia bioldgica de las proteasas

Las proteasas catalizan un amplio espectro de reacciones biolégicas importantes® y aunque por
muchos afios los estudios se centraron en su papel como agresores contundentes, asociados
con la demolicidn de proteinas?®, hoy en dia sabemos que también son claves en procesos como
son: el procesamiento de pro-hormonas, la coagulacion de la sangre, la fibrinolisis, el
metabolismo de las proteinas, las reacciones inmunitarias, la remodelacién de tejidos® vy la
resistencia al estrés oxidativo en muchos organismos®. Es por esto que no es sorpréndete que
se haya encontrado que las proteasas tienen funciones criticas en la patogénesis de las
enfermedades parasitarias®*, como es el caso de las infecciones con nematodos®,

kinetoplastidos®® como por ejemplo Leishsmania®*, y por su puesto E. histolytica’.

1.4.3 Proteasas de Entamoeba histolytica

Estudios gendmicos en E. histolytica han identificado un total de 86 genes putativos para
proteasas, de los cuales 4 corresponden a proteasas de aspartico, 10 a proteasas de serina, 22 a

metaloproteasas y 50 a proteasas de cisteina®. Estos datos, concuerdan con los multiples
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articulos que relacionan el desarrollo de la amibiasis con la actividad de proteasas,
principalmente de cisteina, y con el reporte que menciona que mas del 80% de los pacientes
con amibiasis expresan anticuerpos contra proteasas de cisteina??, esto ultimo también reafirma

que dichas moléculas son secretadas por E. histolytica dentro de su microambiente*!.

Si bien la ubicacién extracelular de las proteasas de cisteina es un hecho, se han reportado
también endoproteasas localizadas en vesiculas tipo lisosoma o en la superficie de la célula®. Al
respecto se ha determinado que las proteasas de cisteina se sintetizan in vivo como precursores
inactivos que contienen una pre-region N-terminal, la cual es necesaria eliminar para liberar la
enzima madura, ya que es responsable de mantener la enzima en una conformacién inactiva,
mientras dirige estas proteinas a los compartimentos celulares antes mencionados®.
Probablemente a esto se deba que el trafico de proteasas en vesiculas se ha relacionado con la
patogénesis de la amibiasis®. Sin embargo, el papel de las proteasas en el desarrollo de la
enfermedad va mucho mds alla. Estudios al respecto, han relacionado a las proteasas de cisteina
con multiples procesos, entre los que se encuentran: adquisicién de nutrientes, citoadherencia,
hemdlisis*, evasidn de la respuesta inmune?, citotoxicidad'?, degradacién de componentes de
la matriz extracelular! y diferenciacion morfoldgica de los trofozoitos invasivos a la etapa de

quiste infeccioso®.

Mientras que la expresién especifica de proteasas de cisteina en los quistes es atribuida a mas
de cinco proteasas, en el lisado del cultivo de trofozoitos de E. histolytica aproximadamente
90% del total de la actividad de proteasas de cisteina estd conformada por solo tres proteasas:
EhCP1, EhCP2 y EhCP5%, En consecuencia, la mayoria de los estudios sobre estas moléculas, asi
como todas las caracterizaciones bioquimicas de las enzimas se realizaron en estas tres

proteasas?’ sobre las que hablaré a continuacién y cuyo resumen se encuentra en la Tabla 2.

La EhCP1 es una proteasa presente en la superficie celular que inicialmente fue purificada como
un mondmero de aproximadamente 21-35 kDa?, esto mediante dos etapas de cromatografia
en gel, cromatografia de intercambio iénico en DEAE-celulosa y cromatografia de afinidad con

sefarosa de organomercurio. Su actividad se presenta en un rango de pH de 3.5 a 8.5, con un

maximo a pH 4.4, y uno de sus sutratos es la coldgena tipo 1. Resulta interesante mencionar
que la expresidn de esta proteasa es mas abundante en aislados patdgenos que en aislados no
patdgenos®®; de hecho, no se han encontrado genes ortélogos en E. dispar, lo cual contrasta con

la mayoria de las otras proteasas de cisteina®®.
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La EhCP2 se encuentra en la superficie celular y en las membranas internas, presenta un peso
molecular aparente de 26 kDa por SDS-PAGE y 29 kDa por cromatografia en gel®. Se ha
informado de un método de un solo paso para la purificacidn de esta proteasa por cromatografia
de afinidad a un sustrato sintético a partir de un extracto de parasito soluble. En cuanto a su pH
Optimo, varié ampliamente con sustratos sintéticos de 5.5 a 9.5. La EhCP2 no degrada la
colagena tipo 1 o la elastina, pero es activa contra el proteoglicano del cartilago y la colagena
glomerular de la membrana basal del rifién. EhCP2 también separa los trofozoitos de sus

sustratos in vitro y podria desempefiar un papel en la invasién de tejidos®.

Por su parte, la EhCP5 tiene un peso molecular aproximado de 30 kDa y ha demostrado tener
afinidad para una gran variedad de sustratos, entre los que se encuentran: mucina, fibrinégeno,
coldgena, hemoglobina, albumina sérica bovina (BSA, por sus siglas en inglés) y gelatina®. Es
probablemente, la proteasa de cisteina mas estudiada y la que posee considerablemente mas
regiones hidréfobas®, a lo que probablemente debe su ubicacidn en la superficie de la amiba®,
donde interactua directamente con las integrinas en la superficie de las células epiteliales del
colon humano, lo que induce la secrecién de citocinas proinflamatorias, incluidas el TNF-a vy la
conversion a una forma activa de la IL-1b. La induccion de las citocinas antes mencionadas, asi
como de la IL-6, IL-18 y el IFN-y y la quimiocina IL-8 parecen ser el factor central del génesis de

la enfermedad®?.

Al igual que con la EhCP1, no se han encontrado genes ortdlogos de la EnCP5 en E. dispar®®. El
silenciamiento de la EhCP5 en trofozoitos de E. histolytica se ha relacionado con una disminucién
de hasta el 90%, en la formacién del AHA, datos que deben tomarse con cautela debido a que
dicho silenciamiento pudo también apagar otras proteasas con secuencias homdlogas®. Cabe
mencionar que Freitas y colaboradores compararon los niveles de expresion de la EhCP5 en
muestras de AHA y cepas cultivadas axénicamente y encontraron una mayor expresion del

ARNm de EhCP5 en amibas derivadas directamente de los abscesos®.

Si bien las proteasas mencionadas anteriormente son las mds abundantes en los trofozoitos
cultivados axénicamente, las proteasas EhCP3, EhCP4, EhCP6, EhCP7 y EhCP112 se expresan
tambien, pero en niveles mas bajos*. Debido a esto, y con la Unica excepcién de la EhCP7,
también se han hecho estudios respecto a estas proteasas, de las cuales hablaré a continuacion

y resumiré en la tabla 2.

La EhCP3 se localiza principalmente en el citoplasma y en vesiculas fagociticas, es sensible al
inhibidor de proteasas de cisteina E-64, presenta un peso molecular aproximado de 31 kDa y un
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rango de actividad de pH de 4.5 a 8, con un maximo a pH neutro. Debido a que se ha encontrado
un gen homélogo del EnCP3 en E. dispar, se piensa que la funcidn de esta proteasa es la digestion
de nutrientes y no la patogénesis de la enfermedad. Otra proteasa que se ha relacionado
también con E. dispar es la EhCP4, para la cual se han encontrado genes andlogos en dicho

pardsito no patégeno?.

La EhCP4 se localiza en la region peri e intranuclear y en vesiculas en el citoplasma de los
trofozoitos de E. histolytica, por lo cual se sugiere una funcidn en la diferenciacién o ciclo celular?®.
Sin embargo, cabe mencionar que la EhCP4 se ha relacionado también con la degradacion del
componente C3 del complemento, la pro-IL-18 y de las inmunoglobulinas IgA e IgG, lo cual seria
importante para la evasion del sistema inmune®?. Para esta proteasa se calcula un peso
molecular de 23 kDa, pero se ha observado una migracién a 26 kDa en geles SDS-PAGE. Presenta

una actividad proteolitica 6ptima a pH neutro y una actividad autocatalitica a pH acido. A pesar

de que se cree que es secretada in vivo, es casi indetectable in vitro®.

Por otro lado, la EnCP6 es una proteasa de cisteina sensible a E-64 y al estrés que se regula en
respuesta al choque térmico y durante la invasion de patdgenos del tejido del hospedero. Se ha
demostrado que la proteina recombinante plegada produce autoprotedlisis en presencia de DTT

y SDS para dar lugar a una forma madura de 25 kDa*.

Por ultimo, la EhCP112 es una proteasa de 49 kDa que, junto con la adhesina EhRADH112 forma
el complejo ERCPADH que ademas de ser secretado se encuentra también en las vesiculas
citoplasmaticas y la membrana plasmética®’. El EhCPADH se transloca desde la membrana
plasmatica a las vacuolas fagociticas durante la fagocitosis®3, esto implica una funcién en la
adquisicion de nutrientes. Sin embargo, el EnCPADH se ha asociado con virulencia de amibas.
Los anticuerpos contra este complejo inhiben la adherencia, la fagocitosis y la destruccién de
monocapas de células MDCK por los trofozoitos y extractos vivos**. Se ha observado que la
proteasa EhCP112 recombinante degrada el coldgeno tipo 1 vy la fibronectina® y se mantiene
activa en un rango amplio de pH (3-10), con la mayor actividad a pH 7 para azocaseina y pH 6
para hemoglobina®*. La EhCP112 es enzimaticamente activa de 5 a 60° C con una actividad

mdxima para ambos sustratos a 37° C.

Debido a toda esta creciente evidencia sobre la relacidn de las proteasas de E. histolytica y el
desarrollo de la amibiasis, en afios recientes se han utilizado enfoques de disefio racional de
farmacos para desarrollar inhibidores que bloqueen la actividad de las proteasas amibianas
especificas in vitro y asi reducir la patogenia de la enfermedad en modelos animales®?. Al
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respecto, resulta importante resaltar que todos los estudios antes mencionados se realizaron
en cultivos axénicos de trofozoitos de E. histolytica. Esto representa un entorno artificial que no
es comparable a la situacidn encontrada durante la infeccién del humano®. A pesar de esto,
resulta tentador considerar estas enzimas como posibles objetivos para la intervencion

terapéutica.

17



Tabla 2. Proteasas de cisteina E. histolytica

Proteasa Peso Localizacion celular Observaciones Referencias
molecular
EhCP1 21-35 kDa | Superficie celular Mayor abundancia en aislamientos patégenos | (Serrano et al, 2012)* (Trejos y Castafio, 2009)*°
que en no patégenos. Actla a pH 3.5-8.5 con | (Hellberg et al, 2002)* (Tanich et al, 1991)*
un éptimo de 4.4.
EhCP2 26-29 kDa | Superficie celular vy | Purificada a partir de un extracto soluble. Actia | (Serrano et al, 2012)* (Luaces et al, 1988)*°
membranas internas a pH 5.5-9.5.
EhCP3 31 kDa Citoplasma y vesiculas | Asociada a la digestion de nutrientes en la | (Serrano et al, 2012)! (Que et al, 2002)®
fagociticas amiba, no a la patogenicidad. Actta a pH 4.5-8
con un 6ptimo de 7.
EhCP4 23-26 kDa | Region peri e | Relacionada con la evasion del sistemainmune. | (Serrano et al, 2012)*
intranuclear y vesiculas | Se cree que es secretada in vivo pero es dificil
citoplasmaticas detectarla in vitro. Su pH 6ptimo es 7.
EhCP5 30 kDa Superficie celular Induce la secreciébn de citocinas pro- | (Serrano et al, 2012)' (Jacobs et al, 1998)>*°
inflamatorias. Relacionada con la formacién de | (Hellberg et al, 2002)* (Thibeaux et al, 2014)>!
AHA.
EhCP6 25 kDa No especificada Participa en la invasion de tejidos. (Serrano et al, 2012)! (Ghosh y Raha, 2015)*
EhCP112 49 kDa Secrecion, superficie | Al unirse con la adhesina EhADH112 forma el | (Ocddiz et al, 2005)* (Garcia et al, 1999)>
celular y  vesiculas  complejo EhnCPADH112 el cual se ha asociado | (Quintas et al, 2009)* (Serrano et al, 2012)*

citoplasmaticas

con la virulencia y fagocitosis. Actua a pH 3-10
con un éptimo de 7.
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Il. Hipotesis

E. histolytica en cultivo axénico secreta proteasas al medio de cultivo que se activan en

condiciones similares a las que se presentan durante la infeccién

1. Justificacion

Uno de los problemas de salud publica en México es la amibiasis, enfermedad causada por E.
histolytica, entre los factores de virulencia asociados a este padecimiento se encuentran las
proteasas secretadas por el parasito. Si bien existen estudios de proteasas de amibas, la mayoria
se realizan a partir de proteinas recombinantes, o del lisado y extractos del parasito, lo cual no
corresponde al proceso que esta ocurriendo in vivo durante la infeccidon, en cambio en este
trabajo se realiza la obtencién de proteasas de secrecidén de E. histolytica y la caracterizaciéon

bioquimica parcial de dichas enzimas.

IV. Objetivos

Objetivo General:

Separar y caracterizar bioquimicamente proteasas de secrecién de Entamoeba histolytica

Objetivos particulares:

e Estandarizar un sistema para la obtencién de proteasas de trofozoitos de E. histolytica se-
cretadas in vitro en un tiempo de incubacion de 6 h.

e Analizar el perfil proteinico de las proteinas secretadas de E. histolytica en geles de SDS-
PAGE.

e Determinar la actividad enzimatica de las proteasas secretadas de E. histolytica.

e Separar mediante cromatografia las proteasas y realizar una caracterizacién bioquimica
parcial de algunas de las enzimas separadas.

19



V. Métodos

En general, los métodos empleados en este trabajo se dividen en tres grandes fases; la
primera incluyé el cultivo de trofozoitos de E. histolytica, el proceso de obtencién de las
proteinas secretadas y la concentracién de las mismas; la segunda fase correspondid a la
separacion de la muestra mediante cromatografia; y la tercera fase consistié en la
caracterizacion bioquimica. En la figura 7 se encuentra resumida, la divisién antes mencionada.

Fase 1 Fase 2 Fase 3
Obtencion de las Separacion Caracterizacion
proteinas secretadas biogquimica
Cultives de trofozoitos Cromatografia en Diferentes
de E. histolytica columna preparativa condiciones de:
Superdex 200 de las -Inhibidores
proteinas >10 kDa -Temperatura
-pH
Viabilidad celular >90% P
-lones
-Reductores
Concentraciény -Quelantes
| seleccion de
Lavado con lio TYI- Fracciones obtenidas '
5-33 sin suero de la Superdex 200 !

[ i r-===  Zimogramas 0,05%

W I

— Cuantificacion de i
Incubacion Eh en | broteina por Lowry ' v
medio TYI-5-33 P por Lowry

15 min con Tritén; 15
min con Tris-NaCl-CaCl

Electroforesis 12% |

Obtencién del sSDs !
sobrenadante con

! Incubacion 48 h en
secrecion ! camara humeda a 372

[ Tincidn de plata | ;

i
g

Ultrafiltracién, v Tincidn con azul de
membrana de 10 kDa l Revelado y anélisis |$ ————————— Coomassie

Figura 7. Diagrama de flujo de métodos. Se observan los diferentes pasos agrupados en tres fases, resaltando
con lineas punteadas las técnicas comunes a cada una de ellas.
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V.1 Cultivo de trofozoitos de E. histolytica

Para el desarrollo de este proyecto, se emplearon trofozoitos de la cepa virulenta HM1:IMSS de
E. histolytica, cultivados en condiciones axénicas en medio TYI-S-33% (Anexo 1) a 37° C. Para
mantener una virulencia uniforme, los cultivos amibianos axénicos se inyectaron a través de la
via porta en hamsteres de 100 g dos veces al mes, siete dias después de la inyeccién, se

recuperaron los pardsitos de los abscesos y se volvieron a cultivar axénicamente.

V.2 Obtencion de las proteinas secretadas

Para la obtencién de las proteinas secretadas se utilizaron trofozoitos provenientes de cultivos
con 72 h de crecimiento (fase logaritmica), las cajas de cultivo de las amibas se colocaron en
hielo durante cinco minutos. Transcurrido el tiempo, los cultivos se trasvasaron a tubos Falcon
de 50 mL, donde se tomé una muestra de 1 mL para determinar a través de una tincién con azul
de tripano que la viabilidad de los trofozoitos fuera > 90%. Posteriormente, se centrifugaron a
161 g, durante cinco minutos. Al término el sobrenadante se eliminé y se realizaron dos lavados
con medio TYI-S-33 sin suero. El botdn obtenido se resuspendié en 35 mL del medio antes
mencionado y se vertid nuevamente a una caja de cultivo, la cual se incubd a 37° C durante 6 h.
Finalizado el tiempo de incubacidn, los cultivos se centrifugaron nuevamente a 161 g durante 5
minutos, esta vez se recuperd el sobrenadante. Todo el proceso de obtencidn de las proteinas

secretadas se realizo en condiciones de esterilidad.

V.3 Concentracion de las proteinas secretadas

El sobrenadante del cultivo amibiano recuperado (5600 mL) se concentré aproximadamente 30
veces mediante ultrafiltraciéon en el sistema Amicon, empleando una membrana de retencién
de 10 kDa, obteniendo un volumen final de 187 mL. Este proceso se realizé a una temperatura

de 4° C.
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V.4 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas del sobrenadante amibiano concentrado (SAC) se realizd
mediante el método de Lowry® empleando una curva patrén de BSA de 0 a 100 pg, siguiendo
un intervalo de 20 pg de proteina. Por su parte, la muestra SAC fue diluida 1:500 para su

cuantificacion, la concentracion de proteina obtenida en esta solucién fue de 48.13 mg/mL.

V.5 Determinacion del perfil proteinico y la actividad de las proteasas

Para determinar el perfil proteinico de las muestras se realizaron geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), con un gel separador al 12% y un gel concentrador
al 5% (Anexo 2). La electroforesis se corrié a 5 Watts, durante hora y media aproximadamente.
En seguida se realizd una tincién de plata (Anexo 3). Una vez revelados, los geles fueron

analizados en el negatoscopio.

La deteccion de la actividad enzimdtica se realizd por medio de zimogramas, empleando geles
de poliacrilamida al 12% (separador) y 5% (concentrador) copolimerizados con gelatina al 0.05%,
en condiciones desnaturalizantes. Al término de la electroforesis los geles se lavaron con Tritén
al 0.02% durante 15 minutos y con amortiguador Tris-NaCl-CaCl, durante 15 minutos mas.
Después de los lavados los geles se colocaron en camaras humedas y se incubaron a 37° C
durante 48 h. Transcurrido el tiempo de incubacion, fueron tefidos con 50 mL de azul de
Coomassie durante 12 h aproximadamente, para después ser destefiidos con una solucién de
acido acético-metanol y analizados en el negatoscopio, donde se observé la actividad catalitica

de las proteasas.

Mientras que los perfiles proteinicos se realizaron empleando 100 pg de proteina, para el
monitoreo de la actividad enzimatica, la cantidad de proteina se tuvo que ajustar para cada

fraccion (Anexo 4), esto con la intencion de observar con mejor definicion la actividad enzimatica.

V.6 Cromatografia: Columna Superdex 200

Una vez que se determind la actividad enzimatica de las proteasas, se realizd cromatografia

liguida de alta resolucion (HPLC por sus siglas en inglés) en la columna preparativa Superdex 200,

22



en total se realizaron 30 corridas inyectando 5 mL de SAC (48.13 mg/mL) y empleando un
amortiguador de Tris 10 mM pH 7.4. En cada corrida se colectaron 5 mL de eluciéon por tubo, a

un flujo de 1 mL/min, obteniendo al final 80 fracciones.

V.7 Seleccidn de las fracciones para caracterizacion

Las fracciones obtenidas en la columna Superdex 200 se analizaron por espectrofotometria a
280 nm. Debido a la ausencia de proteina en las primeras 20 fracciones estas fueron desechadas,
mientras que las fracciones 21-80 se concentraron de tres en tres para posteriormente analizar
su perfil proteinico y la actividad de las proteasas. Con base en los resultados de
espectrofotometria, cuantificacién de proteinas por Lowry y electroforesis se seleccioné una

fraccién para su posterior caracterizacion bioquimica.

V.8 Caracterizacion bioquimica

Con la finalidad de analizar la actividad de proteasas en las proteinas secretadas, las fracciones
se colocaron en presencia de inhibidores clasicos de proteasas de cisteina, serina,
metaloproteasas y aspartico. Asi mismo se analizaron diferentes condiciones de pH,

temperatura, iones, agentes quelantes y reductores.

V.8.1 Inhibidores

Las fracciones seleccionadas se expusieron a E-64, 1-10 fenantrolina, 4-(2-aminoetil)-
bencenosulfonil fluoruro (AEBSFH) y pepstatina, sustancias inhibidoras de proteasas de cisteina,
metaloproteasas, proteasas de serina y proteasas de aspdrtico, respectivamente. El tiempo de
incubacién fue de 15 min a temperatura ambiente y las concentraciones finales utilizadas se
resumen en la Anexo 5. Una vez transcurrido el tiempo, se emplearon geles copolimerizados
usando el método descrito anteriormente para registrar cualquier variacidon en la actividad

enzimatica.
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V.8.2 lones

Se determiné el efecto del cloruro de sodio (NaCl), cloruro de calcio (CaCl,), cloruro de magnesio
(MgCly), cloruro de manganeso (MnCl;) y cloruro de zinc (ZnCl,) en la actividad enzimatica de las
fracciones seleccionadas. Para esto se tomaron cinco alicuotas y se ajustaron a una
concentracién final de 0, 2, 10, 50 y 100 uM de cada uno de los iones. Posteriormente se
incubaron durante 15 min a temperatura ambiente y se corrieron en geles copolimerizados

usando el método descrito anteriormente.

V.8.3 pH

De cada una de las fracciones seleccionadas se tomaron cinco alicuotas de 150 L. La primera se
utilizé como control y las siguientes cuatro fueron ajustadas a un pH 3, 5, 7 y 9 usando soluciones
deTris1M pH 1y 2 M pH 11, respectivamente. Una vez ajustado el pH las muestras se incubaron
durante 15 min a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se emplearon geles
copolimerizados, mediante el método descrito anteriormente, y se registré el efecto del pH en

la actividad enzimatica de cada fraccion.

V.8.4 Temperatura

Para determinar el efecto de la temperatura en la actividad enzimatica del medio secretado por
E. histolytica se tomaron cuatro alicuotas de 500 pL del SAC, las cuales se incubaron a
temperatura ambiente (25 °C), 40, 60 y 80 °C durante 15 min. Transcurrido el tiempo, se
emplearon geles copolimerizados, de acuerdo al método descrito anteriormente para registrar

cualquier variacién en la actividad enzimatica.

V.8.5 Reductores

Las fracciones se expusieron a Ditiotreitol (DTT) y B-mercaptoetanol, dos agentes reductores. Se
tomaron cuatro alicuotas de cada 100 1, las primeras dos se ajustaron a una concentracién

final de 0 y 50 mM de DTT. De los alicuotas restantes, la primera se utilizé como control mientras
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que la segunda se ajustd a una concentracion final de 10% de B-mercaptoetanol. Posteriormente
se incubaron durante 15 min a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, se emplearon
geles copolimerizados usando el método descrito anteriormente para registrar cualquier

variacion en la actividad enzimatica.

V.8.6 Quelantes

Las fracciones se expusieron a los agentes quelantes acido tetraacético de etilenglicol (EGTA) y
acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Para ello, se tomaron cuatro alicuotas de 100 p1 de
cada fraccion y se ajustaron a una concentracion final de 0 y 50 mM de EGTA y EDTA.
Posteriormente se incubaron durante 15 min a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo,
se emplearon geles copolimerizados usando el método descrito anteriormente para registrar

cualquier variacion en la actividad enzimatica.
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VI. Resultados

VI.1 Sobrenadante amibiano

El perfil proteinico del SAC (Figura 8.A) muestra una mezcla de proteinas compleja vy
heterogénea, con pesos moleculares que van desde 25 a 250 kDa. Por su parte la actividad
enzimatica se observa en las cuatro bandas de color claro que van de los 37 a 50 kDa (Figura 8.B),
las cuales debido a la degradacién de la gelatina realizada por las proteasas no presentan

retencion del azul de Comassie.

A) B)
kDa PM SAC SAC PM kDa
250
150 100
100 75
75
50
50
37
37
25

Figura 8. Perfil proteinico del SAC y actividad de proteasas A) Gel SDS-
PAGE tefiido con plata, de las proteinas secretadas del sobrenadante, B)
Actividad enzimdtica de las proteasas obtenidas por secrecion, ambos
geles corresponden a muestras colectadas a las 6 h de cultivo y contienen

100 mg de proteina en cada carril.
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V1.2 Columna Superdex 200

Las fracciones obtenidas de la columna Superdex 200 se analizaron en un espectrofotémetro a
una absorbancia de 280 nm. Los resultados mostraron un perfil cromatografico (Figura 9) que
consiste en un pico principal que va de la fraccion 59 a la fraccién 67 (P-1V), el cual presenta dos
alteraciones adyacentes que van de la fraccién 45 a la 56 (P-lll) y de la 68 a la 80 (P-V),
respectivamente. Se observan también dos picos menos prominentes que van de las fracciones
23 ala 27 (P-1) y de la fraccién 31 a la 38 (P-Il). Las fracciones seleccionadas SD36-38 (Figura 9),

corresponden a la zona donde concluye el segundo pico (P-11).
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N2 Fraccion (5 mL/ tubo)

Figura 9. Cromatdgrama representativo de la columna superdex 200, los pesos moleculares de referencia
se sefialan con flechas. Las fracciones SD36-38 seleccionadas para la caracterizacion bioquimica se
muestran dentro del recuadro rojo.

Por su parte al concentrar las fracciones en tercias y realizar la cuantificaciéon de proteinas por
el método de Lowry se observd una mayor concentracién de proteinas en las fracciones 39-59
(Figura 10), fracciones que de acuerdo a los pesos de referencia mostrados en el cromatégrama

(Figura 9) corresponderian a pesos moleculares de aproximadamente <25-160 kDa, siendo la
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fraccion SD39-41 de aproximadamente 160 kDa

la que presenta mayor concentracién de

proteinas (10.25 mg/mL). Por el contrario, las fracciones con menor concentracion de proteinas

se ubican en los extremos de la curva del cromatégrama y corresponden a pesos moleculares

mas bajos (<25 kDa) y altos (>160 kDa).
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Figura 10. Concentracion de proteina (mg/mL) en las fracciones obtenidas de la columna Su-

perdex 200, concentradas en tercias.

Respecto al perfil proteinico de las fracciones SD21-80 observado en los geles de poliacrilamida,

se registrd una abundancia de proteinas con pesos moleculares que van desde 37-150 kDa

(Figura 11), con una banda de mayor grosor cercana a 75 kDa en las fracciones SD21-50 (Figura

11.Ay 11.B), bandas mas tenues alrededor de los 50 kDa en las fracciones SD21-47 (Figura 11.A

y 10.B) y algunas bandas de bajo peso molecular (<25 kDa) observadas en la fraccién SD51-66

(Figura 11.C).

28



De lo anterior resulta importante destacar la presencia constante de una banda de alto peso
molecular (100-150 kDa) desde las primeras y hasta las ultimas fracciones (Figura 11). Esto a
pesar de que la columna Superdex 200 separa las mezclas de acuerdo a los pesos moleculares
de las proteinas, obteniendo en las primeras fracciones proteinas de alto peso molecular y
posteriormente proteinas de menor peso molecular. Considerando lo anterior y los pesos
moleculares de referencia del cromatograma (Figura 9), la banda en cuestién deberia

encontrarse Unicamente de las fracciones SD21-40.

En cuanto a la actividad de proteasas en geles de sustrato, la fraccién con mayor actividad
enzimatica es la fraccién SD21-23, la cual presenta dos zonas de intensa actividad en proteasas
con pesos moleculares menores a 50 kDa y al menos cuatro zonas mas en proteasas de alto peso

molecular (75-250 kDa) (Figura 12.A).

A) B)

kba PM  sD21-23 SD24-26 SD27-29 SD30-32 SD33-35 kDa

250
150

100
75

PM  [SD36-38 SD39-41 SD42-44 SD45-47 SD48-50

250
150

100
75

50
50

37
37

25 25

Q) D)

kDa PM SD51-53 SD54-56 SD57-59 SD60-62 SD63-65 kDa PM SD66-68 SD69-71 SD72-74 SD75-77 SD78-80

250
150

100
75

50

37

25

Figura 11. Perfil proteinico en geles SDS-PAGE tefiidos con plata de las fracciones obtenidas de la columna
Superdex 200, fracciones A) SD21-35, B) SD36-50, C) SD51-65, y D) SD66-80. La fraccién SD36-38 seleccionada
para caracterizacion se muestra dentro del recuadro rojo.
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Por otro lado, en las fracciones SD27-35 la actividad enzimatica parece mantenerse débil pero
estable, con dos zonas de intensidad entre los 36-50 kDa y los 75-100 kDa (Figura 12.B). Dentro
de estas fracciones, cabe resaltar también la presencia de una banda difusa con peso molecular
superior a los 150 kDa que va de la fraccién SD30-47 (Figura 12.A y 12.B). En este intervalo,
encontramos la fraccién SD36-38, la cual ademds de presentar dos zonas de actividad enzimatica
(<50 kDa), muestra también un perfil proteinico bien definido y una concentracién de proteina

(1.911 mg/mL) mayor que la de la fraccién SD21-23 (0.207 mg/mL) (Figura 10).

A) B)

kDa PM 21-23 24-26 27-29 30-32 33-35 kDa PM | 36-38 39-41 42-44 45-47 48-50

.
250
150

100
75

250
150
100

75

50 50

37 37

Q) D)

kDa PM 51-53 54-56 57-59 60-62 63-65 kba PM  66-68 69-71 72-74 75-77 78-80
250
150

100
75

250
150

100
75

50
50

37
37

Figura 12. Actividad enzimdtica de las fracciones obtenidas de la columna Superdex 200. Fracciones: A) SD21-
35 B) SD36-50 C) SD51-65 y D) SD66-77. Con la intencion de obtener una mejor resolucion, se seleccioné una
cantidad de proteina diferente para cada fraccion (Anexo 4). La fraccion SD36-38 seleccionada para
caracterizacion se muestra dentro del recuadro rojo.

Las fracciones SD36-50, contrario a las fracciones anteriores, presentan una mayor intensidad
en proteasas de bajo peso molecular (<50 kDa) siendo mas evidente en las fracciones SD36-44

(Figura 12.B). De manera general, este comportamiento coincide con las caracteristicas
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esperadas de fracciones resultantes de la columna Superdex 200, sin embargo, esto cambia en
las fracciones SD51-80 en las que nuevamente la mayor actividad enzimatica la presentan dos
proteasas de alto peso molecular, la primera de aproximadamente 75 kDa y la segunda de entre

100-150 kDa (Figura 12.Cy 12.D).

De igual manera cabe resaltar un par de bandas de alto peso molecular (2250 kDa), con actividad
enzimatica, presentes en la fraccién SD63-65 (Figura 12.C) y SD69-80 (Figura 12.D), y dos zonas
de actividad enzimatica de bajo peso molecular (<50 kDa) observadas en las fracciones SD78-80

(Figura 12.D).

VI.3 Fraccion SD36-38: caracterizacion bioquimica

Las fracciones SD36-38 (Figura 13) muestran un perfil proteinico abundante y heterogéneo, que
va desde los <10-250 kDa. Presenta dos bandas intensas entre los 50-70 kDa y una actividad
enzimatica principal en dos bandas ubicadas entre los 25-37 kDa y los 37-50 kDa

respectivamente, seguida por al menos seis bandas mas tenues entre los 50-250 kDa.

A) B)
kba PM 36-38 36-38 PM kDa

250 250
150 150
100 100
75 75
50 50
37 37

Figura 13. A) Gel SDS-PAGE de las proteinas presentes en la
fraccion SD36-38, tefiido con plata B) Actividad enzimdtica
de la fraccion SD36-38.
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VI.3.1 Inhibidores

Al exponer las fracciones SD36-38 a inhibidores de proteasas, la mayor inhibicién se observé con
el inhibidor de proteasas de cisteina E-64 a una concentracién de 10 uM (Figura 14.A). En dicha
condicidn sélo se mantienen dos bandas de actividad, la primera entre 37-50 kDa y la segunda
de 150 kDa. Sin embargo, al aumentar diez veces la concentracién de este inhibidor la actividad
se mantuvo sin cambios aparentes (Figura 14.B). Respecto a los inhibidores de metaloproteasas
(1-10 fenantrolina), proteasas de serina (AEBSFH) y de aspartico (pepstatina) , no se observé un

efecto contundente en ninguna de las dos concentraciones probadas.

A) B)

kba PM  SD36-38 E-64 1-10 FEN AEBSFH PEPSTA

kba PM  SD36-38 E-64 1-10 FEN AEBSFH PEPSTA

250
150

100
75

50

37

Figura 14. Efecto de los diferentes inhibidores de proteasas en la actividad catalitica de la fraccion SD36-
38. A) Concentracion menor: 10 uM de E-64, 1 mM de 1-10 Fenantrolina, 100 uM de AEBSFH y 1 uM
de Pepstatina. B) Concentracion mayor: 100 uM de E-64, 10 mM de 1-10 Fenantrolina, 1 mM de
AEBSFH, 10 uM, de Pepstatina, inhibidores de proteasas de cisteina, metaloproteasas, serina y
aspdrtico.

VI.3.2 lones

La actividad enzimdtica de la fraccion SD36-38 no presenta ninguna modificacion evidente con
la incubacion con 2, 10, 50 y 100 uM de NaCl, y MnCl; (Figura 15.A y 15.D). Mientras que con la
incubacién con MgCl,, se observa un aumento de la actividad enzimatica, dependiente del

incremento de la concentracion de dicho ion (Figura 15.C). Por su parte el CaCl, aumento la
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actividad en la proteasa de menor peso molecular (Figura 15.B), fendmeno que se observa en
menor medida en comparacion con la incubacidn con ZnCl, (Figura 15.E) A su vez, este ultimo
provoca un aumento en la actividad de proteasas de alto peso molecular (>75 kDa) a

concentracion de 50 y 100 uM (Figura 14.E).

A) NaCl B) CaCl,

kDa PM  SD36-38 2um 10 uM 50 uM 100uM  kDa PM  SD36-38 2puM 10um 50 uM 100 uM
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150

100
75

50
50

37
37

C) MgCl, D) MnCl;

kba PM  SD36-38 2uM 10 uM 50 uM 100 pM kDa PM  SD36-38 2 pM 10 um 50 uM 100 uM

250
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75
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E) ZnCl,

kba PM  SD36-38 2uM 10 uM 50 UM 100 uM Figura 15. Efecto de diferentes concentraciones de

250 iones en la actividad de las proteasas de la fraccion

1123 SD36-38. A) NaCl, B) CaCl, €) MgCl,, D) MinCl, y E)
ZnCl;

75

50

37
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V1.3.3 pH

La fraccion SD36-38 presenta una actividad enzimatica maxima a pH 5, mientras que dicha actividad

se pierde a pH 3 y disminuye en condiciones mas alcalinas como son, pH 7 y 9 (Figura 16).

kDa PM SD36-38 pH 3 pH 5 pH 7 pH 9

250
150

100
75

50

37

Figura 16. Efecto del pH en la actividad proteolitica de la fraccion SD36-38

VI1.3.4 Temperatura

En cuanto a la temperatura, las fracciones SD36-38 presentan un ligero aumento en la actividad
enzimatica a 40 °C, asi como una estabilidad a 60 °C y una pérdida de actividad en proteasas de
alto peso molecular a 80 °C, todo esto con respecto del control (25 °C). De igual manera, cabe
resaltar la termoestabilidad de las dos proteasas de bajo peso molecular (<37 kDa), cuya

actividad parece ser 6ptima, a 60 °C (Figura 17).
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Figura 17. Efecto de la temperatura en la actividad catalitica en la fraccion SD36-38.

VI.3.5 Reductores

La fraccion SD36-38 muestra tres zonas de actividad enzimatica, la primera entre los 37-50 kDa,
la segunda cercana a los 75 kDa y la tercera entre los 100-150 kDa, a la incubacién con
mercaptoetanol al 10% dichas zonas parecen migrar a pesos moleculares de menor tamafio, la
primera se observa por debajo de los 37 kDa, la segunda cercana a los 50 kDa y la ultima cercana

alos 100 kDa (Figura 18.A).

Por su parte, con la incubacion con 50 mM de DTT la mayor actividad enzimatica se concentra
en la banda de menor peso molecular, con tres bandas adicionales de una actividad
considerablemente menor, dos cercanas a los 50 kDa y una por debajo de los 50 kDa, lo cual
difiere de lo observado en el control donde la actividad enzimatica mas intensa se encuentra

cercana a los 50 kDa con dos de menor intensidad por debajo de los 37 kDa (Figura 18.B).

VI.3.6 Quelantes

Finalmente la actividad de la fraccién SD36-38 no presentd ninglin cambio evidente a la
incubacién con el agente quelante EDTA (Figura 19.A), mientras que a la incubacién con EGTA

se observa una ligera disminucién en la actividad enzimatica general (Figura 19.B).
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Figura 18. Efecto de los agentes reductores de la actividad catalitica de la fraccion SD36-
38 A) Mercaptoetanol y B) DTT.
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Figura 19. Efecto de los quelantes en la actividad catalitica de la fraccion SD36-
38 A) EDTA y B) EGTA

36



VII. Discusion

En el lisado y en sobrenadante de cultivo de E. histolytica se han reportado proteinas con pesos

4459 algunas proteinas de peso molecular intermedio se

moleculares que van de los 16-200 kDa
han descrito con una actividad proteolitica®. Estos datos concuerdan con lo observado en la
actividad enzimatica y perfil proteico del SAC, y en el cromatégrama obtenido de la columna
Superdex 200. Donde observamos que el sobrenadante de E. histolytica tenia proteinas que van

de 25-250 kDa.

Por otro lado, al comparar el perfil proteinico de las fracciones SD21-80 con su respectiva
actividad enzimatica no se aprecia una relacién entre las bandas de mayor grosor y las bandas
con mayor actividad enzimatica. Al contrario, pareciera que las bandas mas tenues en el perfil
proteinico son las que presentan mayor actividad, lo cual se observa claramente en las
fracciones SD36-50. Esto indica que las proteasas no son las proteinas secretadas mas
abundantes, lo cual concuerda con el estudio de Ahn y colaboradores®® que sefiala que las
proteinas secretadas mds abundantes estdn relacionadas con el metabolismo de los
carbohidratos y el citoesqueleto. A su vez, esta escasez de proteasas en la secrecidon de E.
histolytica dificulta el trabajo con estas moléculas y explica por qué en los ultimos afios los

trabajos han optado por el uso de proteasas recombinantes o lisados celulares.

Ademas de su escasez, otro factor que dificulta el andlisis de proteasas en geles de sustrato es
que las proteinas no migran de acuerdo con su peso molecular,** probablemente debido a la
formacién de multimeros, autoprotedlisis o secrecidn de proenzimas de mayor masa molecular,
lo cual puede deberse, a las diferencias en los protocolos de purificacién® o bien a los multiples
intrones en el genoma de E. histolytica, los cuales tendrian la posibilidad de generar diferentes
moléculas de ARN mensajero (ARNm) a partir del mismo gen, dando como resultado la sintesis
de variantes o isoformas de una misma proteina, cada una con diferentes propiedades bioqui-
micas o funcionales. La formacién de multimeros e isoformas o la autoproteolisis podria ex-
plicar por qué fue frecuente observar variaciones en el patrén de actividad enzimatica de la
fraccion SD36-38, a pesar de usar siempre la misma muestra, probablemente el mejor ejemplo
sea comparar los controles observados en los geles resultantes de la exposicion con DTT y mer-
captoetanol, en los cuales el patron de bandas de los controles utilizados en cada gel cambia

considerablemente.
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Respecto a la caracterizacion bioquimica, las proteasas de 50-150 kDa de la fracciéon SD36-38
disminuyeron su actividad con una concentracion baja (1 mM) del inhibidor E-64, esto se debe
a que la mayoria de los inhibidores irreversibles actian mejor a concentraciones por debajo del
punto de concentracién®. Cabe resaltar también que E-64 es un inhibidor de proteasas de
cisteina, lo cual concuerda con los reportes previos que mencionan la predominancia de este

tipo de proteasas en E. histolytica®.

Si bien el trafico de proteasas en E. histolytica aun no se ha comprendido del todo, se cree que
estd relacionado con las numerosas vesiculas ubicadas en su citoplasma®® las cuales presentan
pH 5.4%2, Sj esto se confirma, explicaria por qué se observd una mayor actividad de las proteasas

apH 5, y no a pH’s mas neutros o alcalinos, como se ha reportado previamente®%°,

Por otro lado, la temperatura 6ptima para la mayoria de las enzimas humanas estd comprendida
entre 35-40 °C, con un proceso de desnaturalizacién por encima de 40 °C®. Considerando que,
probablemente las enzimas aqui estudiadas sean secretadas in vivo durante la infeccidn, resulta

Iégico que presenten una respuesta similar ante la temperatura.

En general las proteasas analizadas fueron resistentes a las condiciones desnaturalizantes de los
zimogramas, sin embargo, esto cambio a la incubacién con agentes reductores. Los agentes
reductores por definicién, son aquellos capaces de reducir los enlaces disulfuro de las proteinas
permitiendo separar las subunidades mas pequefias. Esto se ha observado en proteasas de
cisteina amibianas, las cuales activan formas procesadas, de menor peso molecular con la
incubacién con DTT y mercaptoetanol.**>° Este efecto también fue observado en este trabajo,
a la incubacidn con mercaptoetanol y en mayor medida con la incubacidn con DTT, en la cual se
registrdo una pérdida de actividad enzimatica en lo que probablemente sean multimeros de
proteasas y una marcada actividad enzimatica en una Unica banda de bajo peso molecular (<36

kDa).

El aumento de actividad en la proteasa de menor peso molecular (>36 kDa) se observé también
a la incubacién a pH 5 y temperatura de 60 °C ambas condiciones desnaturalizantes, y con la
incubacién con CaCl,, ion cuyo flujo aumenta durante el contacto y la destruccion de las células
del hospedero®. Estas observaciones sugieren que las condiciones antes mencionadas
favorecen la degradacién de dimeros o multimetros, permitiendo la expresidon y migracion de
proteasas de acuerdo al verdadero peso molecular. Esto puede explicar por qué la actividad de

proteasas suele ser de pesos moleculares intermedios a altos, a pesar de que es sabido que
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todos los genes de E. histolytica codifican proteasas de cisteina maduras, con masas moleculares

calculados entre 24 y 35 kDa>®.

Por ultimo, no se observé un cambio significativo en la incubacidn con agentes quelantes, lo cual
indica que dichas enzimas no presentaban iones metalicos en la estructura que las estuvieran
activando o inactivando, esto a pesar de que se sabe que mas del 25% de todas las enzimas

contienen iones metélicos fuertemente enlazados o requieren de tales iones para su activivad®.

VIII. Conclusiones

Si bien las proteasas de E. histolytica no son las proteinas secretadas mas abundantes, en este
trabajo se observd una gran diversidad de estas enzimas con pesos que van desde los <37-150
kDa. En el caso de la fraccion SD36-38 se observaron proteasas de cisteina no dependientes de
iones, que presentan una actividad optima a pH 5 y temperatura de 40 °C, probablemente
debido a su origen de vesiculas acidas de la amiba y a la temperatura del higado humano, lo cual

podria favorecer su papel en el dafio observado en el absceso hepatico amibiano.

Ademas de permitirnos relacionar los resultados aqui obtenidos con el proceso que ocurre in
vivo durante la amibiasis, conocer las condiciones éptimas para la actividad enzimatica de un
grupo de enzimas como las de la fraccién SD36-38, también es clave para implementar dichas
condiciones en sistemas posteriores de separacion, como pueden ser columnas de afinidad o de
intercambio idnico, que permitan la purificacién de cada una de las enzimas de dicha fraccion.
De igual manera, resulta importante recordar que en el presente trabajo solo se realizd la
caracterizacién bioquimica de una tercia de las fracciones obtenidas por cromatografia lo cual

deja la posibilidad de realizar la caracterizacion bioquimica con el resto de fracciones.
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X. Anexos

Anexo 1. Composicion del medioTYI-S-33

Componente Gramos/litro

Fosfato dipotasico 1.0
Fosfato monopotasico 0.6
Cloruro de sodio 2.0
Cisteina 1.0
Acido ascérbico 0.2
Citrato de amonio 0.022
Dextrosa 10
Pectona 30
Suero bovino adulto 10%
Vitaminas 3%

Anexo 2. Preparacion de geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12%

Componente Gel inferior 12% Gel separador 5%
10 (mL) 5 (mL)
H20 33 34
Acrilamida 30% Bis 0.8% 4.0 0.83
Tris15M 2.5 (pH 8.8) 0.63 (pH 6.3)
SDS 10% 0.1 0.05
APS 10% 0.1 0.05
TEMED 0.006 0.007

Anexo 3. Protocolo tincidon de plata

Solucion Tiempo Repeticiones
Etanol 30% Acido acético 10% >3 h 1
Etanol 30% 30 min 2
Agua mili-Q 10 min 2
Plata 0.5% >1h 1
Agua mili-Q 30 seg 2
Carbonato de sodio 2.5% >20 min 1
Acido acético 1 N >1h 1




Anexo 4. Cantidad de proteina utilizada (ug) para los geles de actividad enzimatica de las frac-

ciones obtenidas de la columna superdex (SD).

Fraccion HE
SD21-23 20
SD23-26 50
$D27-29 50
SD30-32 50
SD33-35 50
SD36-38 20
SD39-41 40
SD42-44 40
SD45-47 40
SD48-50 50
SD51-53 40
SD54-56 60
SD57-59 90
SD60-62 90
SD63-65 100
SD66-68 130
SD69-71 100
SD72-74 100
SD75-77 100
SD78-80 120

Anexo 5. Inhibidores empleados para la caracterizacién bioquimica

Concentracion

Proteasas Concentracion

Inhibidor
inhibidas menor mayor
E-64 Cisteina 10 uM 100 uM
1-10 fenantrolina Metaloproteasas 1 mM 10 mM
AEBSFH Serina 0.1mM 1mM
Pepstatina Aspadrtico 1uM 10 uM
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