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ABREVIATURAS 

B.: Entamoeba 

AD: variante productora de abscesos hep~ticos 

Ho-AB: variante no productora de abscesos 

B.i.: Entamoeba invadens 

cfilula CHO: de ovario de hamster chino 

célula o neutr6filo PMF: Polimorfonuclear 

cfilula PBM: mononuclear de sangre perif~rica 

cfilula Hit: linfocitos citot6xicos inespecíficos 

célula llDClt: epitelial de riñ6n canino Madin-Darby 

cfilula BJtB: de riñ6n de hamster neonato 

c6lula TB: linfocitos TB citot6xicos 

MPr: macr6fago peritoneal de rata 

DMA: &cido desoxirribonucleíco 

Ca++: ion calcio 

Gal: galactosa 

GlcHac: N-acetil-glucosamina 

GalNac: N-acetil-galactosamina 

Con A: concanavalina A 
PBA: fitohematoglutinina 

ll'l.'T: ditiotreitol 

LFA: ant1genos asociados a funciones de linfocito 

CD2: grupo de diferenciaci6n 2 

llBC: complejo mayor de histocompatibilidad 

Pll.: peso molecular 

hr: horas 

m1: mililitros 

ul: microlitros 

mm: micr6metros 

min: minutos 

Kd: kilodaltones 

g: gramos 

ua: unidades de absorbencia 



rpm: revouluciones por minuto 

pI: punto isoeléctrico 

Nota: las abreviaturas de los inhibidores de proteinasas se -

encuentran en la secci6n de Materiales y M6todos (2.2.III). 



1 INTRODUCCION 

1.1 Amibiasis: Perspectiva General 

I. Definici6n y Epidemio109ia 

La amibiasis es la infección en el hombre y ciertos prim~ 

tes en cautiverio provocada por el protozoario Entamoeba Histo 

lytica. Esta especie vive generalmente como un comensal en la 
luz del intestino grueso (amibiasis luminal), pero puede inva­

dir la mucosa intestinal y producir disentería o ameboma; a -­

través de diseminaci5n sanguínea puede causar lesiones extrain 

testinales, particularmente en el hígado (Martínes-Palorno - --

19821. 

E. histolytica está distribuida mundialmente y ocupa el -

tercer lugar como causa de muerte por parásitos, después de la 
malaria y la esquistosomiasis. E. histolytica infecta aproxi­

m&damente al 10% de la población mundial, y se manifiesta como 

40 a 50 millones de casos de colitis invasiva o abscesos hep&­

ticos y 40, 000 a 110, 000 muertes por año (Walsh 19881 (Tabla!). 

Las fuentes más comunes de infección son tratamiento inadecua­

do de desagUe, contaminación fecal de la fuente de agua, y fa! 
ta de higiene personal de trabajadores del servicio de alimen­

taci6n (Lushbaug y Miller 1988a, Walsh 1988). Otros factores 



TABLA I 

Prevalencia ·e Incidencia Mundial de Amibiasis en 1984 

Enfermedad 
Continente Infecciones (Absceso y Colitis) Muertes 

América del Norte.y.Sur 95 " ln6 10 " 10
6 10-30 " 10

3 

Asia 300 " 106 20-30 " ln6 20-50 " 10
3 

Africa 85 " 10
6 10 " 10

6 10-30 " 10
3 

Europa 20 " 10
6 .1 " 10

6 

To t·a 1 ·500 " io6
. 40.1-50.l " io

6 
40-110 " io 3 

Prevalencia mundial e incidenci'a~_.cie a~i·bia'Sis en t984. Tomado de Walsh 1988. 



de riesgo son el hacinamiento, los cambios de clima, de medio 

ambiente y ciertas pr§cticas sexuales (Walsh 1988). 

II. Historia 

La amibiasis se manifest6 desde tiempos antiguos, pero no 

fue sino hasta 1873 que Fedor Aleksandrovich LOsch, en San Pe­

tersburgo {ex Leningrado), Rusia, descubri6 la causa de la am! 

biasis. LOsch describi6 detalladamente los numerosos par&si-­

tos encontrados en las heces fecales de un granjero de 24 años 

a los que consider6 la causa de la enfermedad. Luego de la a~ 

tapsia, describi6 las úlceras y lesiones de la submucosa en -­
las que se identificaron los par&sitos y, posteriormente, pro­

voc6 disentería y ulceraciones con amibas en un perro que rec! 

bi6 heces infectadas del paciente por vía oral y rectal. Quin 

cke y Roes en 1893 descubrieron que la fuente de agua es un m~ 

dio de transmisi6n de la enfermedad y que los síntomas correl~ 

cionaban con el número de amibas. También describieron al - -
quiste como una forma amibiana de mayor resistencia y, con ga­

tos como su modelo experimental, encontraron que s6lo el quis­

te podía producir disenteria por vía oral. Estos investigado­

res descubrieron la existencia de amibas m&s grandes, menos m2 

viles, m&s granulares, m&s resistentes a la desecación, que no 

producían enfermedad y que a menudo se encontraban en indivi-­

duos sanos, por lo que establecieron de esta manera la primera 

distinci6n entre E. histolytica y E. coli. En 1903, Schaudinn 

las denomin6 con sus nombres actuales, y Huber hizo la observ~ 
ci6n importante de que los quistes de las amibas patogénicas -

podían tener uno, dos, o cuatro núcleos pero nunca más, a dif~ 

rencia de las "amibas ordinarias 11 (Kean 1988). 

La descripción de la patología de la amibiasis, así como 

el establecimiento de la relación entre amibiasis intestinal y 

absceso hep&tico amibiano, fueron hechos por Councilman y - -­
Lafleur en 1891. En 1913, Walker y Sellards, en una serie de 



experimentos bien controlados en los que utilizaron valunta- -
rias de la prisi6n Bilibid en Manila, establecieron: a) La im­

portancia de estudiar diferentes cepas del mismo organismo, -­

b) que la virulencia cambia con pasos por una serie de huéspe­
. des, c} que el mismo organismo puede ser patogénico en algunos 

individuos y en otros no causar enfermedad, y d) que un aca- -
rreadOr asintom§tico puede ser ~esponsable de la transmisi6n -

de un par&sito que es patogénico en otros individuos. Adem&s, 

enfatizaron las diferencias entre E. histolytica y E. coli en 

cuanto a apariencia, forma del quiste y patogenicidad. Cli-­
fford Dobell, en 1928, aport6 la descripci6n definitiva del -­

quiste y de la forma vegetativa de E. histolytica (Kean 1988). 

La corteza de ipecac (proveniente de la planta ipecacua-­

na) , utilizada por mucho tiempo en Perú para el tratamiento de 

disenterias, fue introducida en Europa en 1658 por Piso. La -
apreciaci6n por Vedder (1911) de que un alcaloide, la emetina, 

era el ingrediente terapéutico esencial del ipecac en polvo, -

permiti6 el refinamiento de la droga a una forma inyectable. -

En 1944 Craig se di6 cuenta de que la emetina, a pesar de su -

alta toxicidad para el parásito in vitre, no curaba la amibia­

sis intestinal si se utilizaba sola. El abog6 por el uso de -

compuestos can ioduro como es el quiniof6n o arsenicales como 
la carbasona para eliminar los quistes (Kean 1988). 

Durante las últimas décadas, el nlimero de investigaciones 
sobre amibiasis se ha incrementado debido a la introducci6n, -

en 1968, del primer método pr&ctico para cultivar a E. histoly 

tica ax~nicamente (sin microorganismos adicionales) y su per-­

feccionamiento en 1978 por Diamond (Diamond 1968, Diamond et -

al. 1978). Sin embargo, el conocimiento actual es aún incom-­

pleto en cuanto a la biología celular y molecular del parásito, 

mecanismos de agresión, mecanismos de defensa del huésped e iE 
munidad protectiva, y finalmente, determinación y adquisición 
de la virulencia en la amiba (Martínez-Palomo 1982, 1986). A 



continuaci6n se proporciona un análisis de la perspectiva ac-­

tual de las áreas mencionadas. 

1.2 Biologia Celular de E. histolytica 

I Ciclo Biol69ico y Estructura Celular 

Al parásito encontrado en los tejidos y en la luz del in­

testino se le llama trofozoito, el cual representa el estadio 

m6vil. Los trofozoitos de E. histolytica tienen un diámetro -
de 10 a 60 um, presentan un s6lo núcleo, y se mueven a través 
de pseud6podos que se forman de extrusiones redondas y crista­

linas del citoplasma denominadas lobopodios. El núcleo esféri 

co contiene un pequeño cariosoma central rodeado de un halo -­
transparente que se extiende hasta la membrana nuclear; la rnem 

brana nuclear está cubierta interiormente por gránulos de cro­
matina que en ocasiones se agregan. El citoplasma, además del 

núcleo, se compone principalmente de vacuolas endocíticas y di 

ge~tivas, cuerpos cromatoides y vesículas membranosas más p~ 
queñas. La parte posterior de varios trofozoitos lleva un co­

pete de filopodios tubulares largos y cortos llamado uroide. -

El plasmalerna presenta asimismo una gran variedad de filopo- -
dios con funciones de pegado y posiblemente de secreci6n. 

(Lushbaugh y Miller 198Ba). 

Los trofozoitos no desempeñan ningún papel en la transmi­
si6n de la enfermedad sino que son responsables de la patolo-­

gía del tejido; la desecaci6n, inmersión en agua o digesti6n -

estomacal ácida los destruyen rápidamente. Sin embargo, bajo 

condiciones desconocidas, los trofozoitos intestinales pueden 
formar quistes con una pared celular, probablemente de quitina, 

que les permite ser altamente resistentes a la tensi6n ambien­

tal y permanecer viables por varias semanas en condiciones hú­

medas (Lushbaugh y Miller 1988a, Walsh 1988, Martínez- Palomo 

1986). Los quistes tienen un diámetro de 10 a 20 um. Los pr~ 



quistes o quistes inmaduros presentan un nGcleo'y su citoplas­

ma puede contener gr~nulos de gluc6geno que se tiñen con yodu­

ro. Al madurar los quistes, su nGcleo se divide dos veces y -

forma un máximo de cuatro nGcleos más pequeños. Durante este 
proceso se consume parte del gluc6geno (Lushbaugh Y Miller - -

1988a), 

El reservorio de la infecci6n humana es el "portador 11 o -

hu~sped asintom~tico quien accidentalmente introduce quistes -
en alimentos o son ingeridos debido a falta de higiene (Lushb~ 

ugh y Miller 1988a, Walsh 1988). Cuando los quistes alcanzan 

el intestino grueso liberan una amiba con cuatro nGcleos que, 

por una serie de divisiones nucleares, aporta un s6lo nGcleo -

para cada uno de los 8 trofozoitos hijos (Neal 1988, Lushbaugh 

y Miller 1988a). Los trofozoitos m6tiles se adhieren a la su­

.perficie del intestino, básicamente en áreas de estasis del C.f!. 

lon, proliferan por divisi6n asexual y producen una infecci6n 

que puede o no desarrollar caracteristicas invasivas sintomát! 

cas (Lushbaugh y Miller 1988a, Walsh 1988). 

E. histolytica parece ser un eucariote primitivo que a di 

ferencia de otros carece de un citoesqueleto estructurado, ap~ 

rato de Golgi, retículo endoplásmico y mitocondrias (Martínez­

Palomo 1986). Funcionalmente el retículo endoplasmático rugo­
so se halla sustituido por un sistema helicoidal de ribosomas. 

Las h~lices se agrupan en disposiciones cristalinas mayores y 

forman los cuerpos cromatoides de los quistes maduros. El re­

ticulo endoplásmico liso podría estar sustituido por el siste­

ma vacuolar de la amiba (Lushbaugh y Miller 1988a). El siste­

ma lisosomal parece estar integrado por dos tipos de lisosomas 

secundarios además de lisosomas primarios (Gitler y Mirelman -

1986). 



II. Metabolismo 

Aparentemente E. histolytica degrada la glucosa a piruva­
to por la vía clásica de Embden-Meyerhoff; sin embargo, debido 

a que el parásito carece de lactato deshidrogenasa, el lactato 

no es un producto final. Además, el pirofosfato inorgánico -­
sustituye al adenos!n trifosfato (ATP) en varias reacciones -­
glucolí ticas. La glucólisis puede proceder tanto anaeróbica­

mente como aeróbicamente y forma acetato, etanol y C02 como -­

productos finales. 

Anaeróbicamente, la producción de etanol excede a la de -

acetato por una razón de 3:1, mientras que aeróbicamente, la -

relación se invierte, y en algunas circunstancias no se forma 
etanol. Una característica Gnica del metabolismo aeróbico de 

la E. histolytica es la ausencia de proteínas hérnicas y del e! 
ele del ~cido tricarboxílico funcional; en cambio, varias pro­

teínas no hérnicas y de hierro-azufre se hallan presentes y son 
funcionales. El transporte electrónico parece no estar acopl~ 

do a la síntesis de ATP; de aquí la import·ancia metab6lica del 

piruvato, que aer6bicamente puede ser oxidado por una vía fos­
forilativa para dar lugar a 2 moles de ATP por cada mol de gl~ 
cosa degradada (Weinbach 1988). 

Aunque la E. histolytica posee superóxido dismutasa, que 

detoxifica el anión superóxido (02-) para formar peróxido de -
hidrcSgeno (H202), carece de catalasa, que detoxifica el H202 -

al formar agua (H20), y de glutatión, que intervienen en la -­

proteccicSn contra la toxicidad del oxígeno (Weinbach 1988) • -­
Sin embargo, la detoxificación de H202 podría llevarse a cabo 

por la reductasa superficial de la amiba (Mogyoros et al 1989). 



10 

1.3 Mecanismos de agresi6n de E. histolytica 

I. Adherencia 

La adherencia es de vital importancia para la amiba, ya -

que es el primer paso de su capacidad invasiva en procesos ta­
les e.orno: adhesión de bacterias·, que proveen nutrición e incr~ 

mento de la virulencia; adhesión al epitelio colónico, para c2 
lonización o inicio de la invasi6n; adhesión a leucocitos y -­

otros tejidos del huésped, que resultan en citólisis y fagoci­

tosis (Ravdin et al. 1988a, Ravdin 1988b, Martínez-Palomo 1982, 

Mart!nez-Palomo et al. 1989). 

Varias lectinas superficiales han sido descritas para ~ 

histolytica. La primera es la lectina inhibida por galactosa 

o N-acetil-galactosamina (lectina Gal/GalNac), la cual media -

la adherencia a las células de mamífero en cultivo, a eritroc! 

tos y leucocitos de humanos, y a la mucosa colónica de los ma­

míferos, incluso la del hombre (Petri y Ravdin 1987, Ravdin y 

Guerrant 1981, Ravdin et al. 1988a Ravdin 1988b, Ravdin 1989a, 

Ravdin et al. l989b. Esta lectina de 260 Kd {Ravdin l989a), -

est§ conformada por dos subunidades (obtenidas en condiciones 

reductoras); una mayor de 170 Kd, responsable de la adherencia 

y otra meno~ de 35 Kd (Gitler y Mirelman 1986, Petri y Ravdin 

1987, Ravdin et al. 1988a, Ravdin l988b, Ravdin 1989a, Ravdin 

et al. 1989b). La lectina Gal/GalNac participa de manera di-­

recta en la citólisis y muerte celular de las células blanco -

(Ravdin y Guerrant 1981, Ravdin et al. 1988a, Ravdin 1988b, -­

Ravdin l989a, Ravdin l989b, Gitler y Mirelamn 1986, Petri y -­
Ravdin 1987, Salata et al. 1987). La cantidad de esta lectina 

presente en la amiba correlaciona con la virulencia y propor-­

ciona el siguiente orden para cepas de E. histolytica: HMl: -­

IMSS JOJ:NIH 200:NIH Laredo {Ravdin et al. l988a, Ravdin 

1989b, Gitler y Mirelman 1986). Tres clonas mutantes de HMl -

IMSS deficientes en virulencia, presentaron una disminución -
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en las actividades rnitogénica y de lectina, ambas promovidas -

por la lectina Gal/GalNac (Radvin et al. l988a) ¡ además, la h~ 

bilidad del monosacárido GalNac para inhibir la adherencia ami 
biana s6lo ha sido observada para cepas virulentas (Gitler Y -

Mirelman 1986, Petri y Ravdin 1987). 

Otra lectina amibiana, se inhibe con oligosacáridos de 

N-acetil-glucosamina (lectina GlcNac}, como quitina, y media -

parcialmente la adherencia a eritrocitos, células MDCK, y cél.!!, 

las epiteliales humanas del intestino en cultivo Henle 407 - -

(Orozco et al. 1982b-c, Gitler y Mirelman 1986, Petri y Ravdin 

1987, Ravdin et al. 1988a). S~n embargo, esta lectina no par~ 

ce desempeñar un papel esencial en el proceso de invasi6n ya -

que, en primer lugar, su actividad 6ptima es a pH 5.7 y no pr~ 

senta actividad a pH fisiológico de 7.2, a diferencia de la -­

lectina Gal/GalNac cuyo pH 6ptimo es 7.2 (Gitler y Mirelman --
1986, Petri y Ravdin 1987, Ravdin et al.. l988a, _Ravdin 1989b). 

En segundo lugar, no hay correlación entre la virulencia ami-­

biana y la actividad de lectina amébica soluble (Ravdin et al. 
1988a, Ravdin 1989b); tampoco es esta lectina citotóxica en sí 

misma (Mirelman y Kobiler 1981 citado en Lushbaugh 1988b). No 

obstante, la lectina GlcNac podría estar implicada en la agre­

sión y formaci6n de quitina durante el proceso de enquistamie~ 

to amibiano (Ravdin et al. 198Ba, Ravdin 1989a). Una lectina 
superficial de 220 Kd con características parecidas a las men­

cionadas ha sido purificada de trofozoitos amibianos (Rosales­

Encina et al. 1987, Meza et al. 1987, Ravdin 1989a). 

Otras lectinas adicionales podrían participar también en 

el proceso de invasión amibiana; como es el caso de una lecti­

na de 112 Kd que, al igual que la lectina Gal/GalNac, correla­

ciona con la virulencia (Vargas et al. 1990), y se halla invo­

lucrada parcialmente en procesos de adherencia, citólisis y f~ 

gocitosis (Arroyo y Orozco 1987). 
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La adherencia amibiana también depende de la función de -

los rnicrofilamentos amibianos (Ravdin ~· Guerrant 1981, 1988b, 

Petri y Ravdin 1987, Long-Krug y Ravdin 1988b). Los trofozoi­

tos forman una banda ectoplásmica de material fibroganular, P2 

siblemente actina, en el sitio de pegado (Martínez-Palomo - --

1982). Las citocalasinas By O, inhiben la adherencia de~ 

histolytica a 37ºC, lo que indica la necesidad de una función 

de los microfilamentos intacta (Ravdin y Guerrant 1981, Ravdin 

1988b}. Además, el bloqueador de canales de calcio bepridil y 

el inhibidor del flujo intracelular de calcio, TMB-8, también 

inhiben la adherencia amibiana a 37°C, probablemente al evitar 

el flujo transmembranal e intracelular necesario para la fun-­

ción de los microfilamentos (Petri y Ravdin 1987, Long-Krug Y 

Ravdin 198Bb, Ravdin 1989a), 

II. Cit6lisis y Muerte Celular 

Los trofozoitos de E. histolytica lisan y matan células -

blanco (McCaul et al. 1977, Ravdin et al. 1980) despu~s de es­

tablecerse un contacto firme con éstas (Ravdin et al. 1980, -­

Martinez-Palomo 1982, Martínez-Palomo et al. 1989). La capaci 

dad citolitica de la amiba se requiere para el inicio de la i~ 

vasión a través de la mucosa intestinal (Martínez-Palomo 1982, 

Martinez-Palomo et al. 1989), y durante la diseminación metas­

tásica (Ravdin 1988b); la lisis de neutrofilos durante la for­

mación temprana de abscesos hepáticos parece producir efectos 

dañinos sobre los hepatocitos vecinos; además, la liberaci6n -

de ciertos constituyentes t6xicos no-oxidativos del neutrofilo 

podría incrementar el potencial destructivo del parásito (Rav­

din et al. 1989a). Los queladores de cationes divalentes EDTA 

y EGTA, ambos bloqueadores de canales de calcio bepridil y ve­

rapamil, el inhibidor de flujo intracelular de calcio TMB-8, -

así como los inhibidores de la función de los microfilamentos, 

citocalasinas A, B y D, inhiben la citólisis y la muerte celu­

lar causada por E. histolytica (Ravdin et al. 1980, Ravdin - -
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1988b Petri y Ravdin 1987, Long-Krug y Ravdin 1988b). La cit~ 

lisis se inhibe a temperaturas de 25ºC 6 menos (Ravdin y Gue- -
rrant 1981}, a las cuales se inhibe asimismo la gelaci6n de la 

actina (Ravdin 1988b). La exocitosis vesicular, al igual que 

la cit6lisis, se impide con los antagonistas de calcio TMB-8 y 

bepridil, y con citocalasina D (Petri y Ravdin 1987). Los si­

guientes factores: la elevación.del pH intravesicular (Petri y 

Ravdin 1987, Ravdin 1989a), los antagonistas de la fosfolipasa 

A (Petri y Ravdin 1987, Lon-Krug y Ravdin 1988a, Ravdin 1989a) 

los monosac&ridos Gal y GalNac, las glucoproteínas y los anti­

cuerpos específicos para la lectina Gal/GalNac (Ravdin y Gue-­

rrant 1981, Ravdin et al. 1988a, Ravdin 1988b, 1989a, Ravdin -

et al. 1989b, Gitler y Mirelman 1986, Petri y Ravdin 1987, Sa­

lata et al. 1987), reducen también la actividad citolítica y·­

la muerte celular causada por amibas. Todas estas observacio­

nes se traducen en los requisitos necesarios para la cit6lisis 

y la muerte celular ejercida in vitre por E. histolytica: 

1) Viabilidad amibiana 

2) Contacto directo entre amiba y célula blanco 

3) Lectina Gal/GalNac 

4) Funci6n de los microfilamentos 

5) Iones de Ca++ extracelulares 

6) Iones de ca++ intracelulares 

7) pH intravesicular ácido 

8) Fosfolipasa A 

9) Exocitosis 

10) Temperatura de 37ºC 

111. Fagocitosis 

La fagocitosis es la forma·principal de la.adquisición de 

nutrientes de la amiba en su habitat natural (Gitler y Mirel-­

man 1986, Mogyoros et al. 1989). Además, la frecuencia de la 

fagocitosis amibiana correlaciona con la virulencia (Trissl et 



al. 1978, Orozco et al. 1982a, Rodríguez y Orozco 1986, Gitler 
y Mirelman 1986, Petri y Ravdin 1987, Orozco et al. 1988, Rav­

din 1989a, Vargas et al. 1990) , y como en el caso de la citól! 
sis, se requiere para el inicio de la invasión del epitelio i~ 

testinal (Martínez 1982, Martínez-Palomo et al. 1989), y para 
la citopatogenicidad in vivo e in vitre, medida por la produc­

ción de abscesos y la destrucción de monocapas celulares res-­
pectivamente (Orozco et al. 1982a, 1988, Rodríguez y Orozco --
1986). Hasta ahora se ha convenido que la fagocitosis celular 

de la amiba está mediada por un sistema de receptores específ! 
cos (Orozco et al. 1982b-c, Petri y Ravdin 1987, Chadee et al. 

1988); pero aunque las lectinas GlcNac y la de 112 Kd intervie 
nen parcialmente en la adherencia amibiana y la eritrofagocitQ 

sis (Orozco et al. 1982b-c, Rosales-Encina et al. 1987, Meza -
et al. 1987, Arroyo y Orozco 1987, Ravdin et al. 1988a), los -
receptores principales de la fagocitosis amibiana no han sido 

aún determinados (Ravdin et al. 1988a, Ravdin 1988b, Orozco et 
al. 1988). La temperatura óptima para la citólisis y fagocitQ 

sis es de 37°C y ambos cesan a 4°C {Ravdin y Guerrant 1981, -­
Orozco et al. 1988), lo que correlaciona con la necesidad de -

la función de los microfilamentos para los dos procesos celul~ 
res. Más aún, los trofozoitos extraídos con detergente, fija­
dos con glutaraldehido, y teñidos con faloidina de rodamina, -
han revelado que los pseudópodos fagocíticos que rodean a la -
célula blanco contienen redes de fibras de actina (Long-Krug)­
y Ravdin 1988b). 

IV. Proteinasas 

Las proteinasas son un tipo de proteasas, es decir enzi-­
mas que catalizan la hidrólisis de enlaces peptídicos {Lushbaugh 
1988b, Mckerrow 1989); en parásitos, estas enzimas facilitan -
la invasión al digerir proteínas, al ayudar a evadir la res- -

puesta inmune y al prevenir la coagulación sanguínea del hués­
ped (Mckerrow 1989). Las proteasas se dividen en exopeptida-­
sas o peptidasas, que hidrolizan enlaces terminales, y se nom-
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bran según la especificidad del grupo que rompeñ; y las endo-­

peptidasas o pr?teinasas, que hidrolizan a todo lo largo del -

péptido, y se clasifican según su mecanismo catalítico. Como 
se muestra en la Tabla II, las proteinasas se agrupan en cua-­

tro tipos: serina, cisteína (tiol}, carboxilo, y metaloprotei­

nasas (Barret 1977, Lushbaugh 1988b), 

En E. histolytica, el tipo de proteinasa más comúnmente 

encontrada es de cisteína (Tabla III); más del 80% de la acti­

vidad proteolítica de lisados arnibianos pertenece a esta clase 

catalítica (Avila et al. 1985, Pérez Montfort et al. 1987). 

Las tiolproteinasas de los trofozoitos se hallan en la forma·­

de disulfuros inactivos, los cuales se activan con la adición 

de agentestiol:-reductores (Gitler y Mirelman 1986}. Como se -
aprecia en la Tabla III, las proteinasas de cisteína pueden di 

vidirse en tres tipos distintos según su peso molecular (PM}; 

de PM bajo (10-34 Kd), intermedio (35-55 Kd), y alto (56-75 -­

Kd}. La razón de la variabilidad observada en cada intervalo 
se desconoce, pero podría deberse a un polimorfismo producto -

de un sistema de alta mutabilidad específico para las tiolpro­

teinasas, 11 estrategia" amibiana que serviría para evadir al -­

sistema inmune del huésped. Otra razón pudiera ser la diversi 

dad de las técnicas de purificación, lo que sugeriría que sólo 

existen tres tiolproteinasas amibianas o sólo una. 

Algunas de las proteinasas de las otras clases catalíti-­

cas parecen ser las mismas que las de cisteína, ya que sus PM 

caen dentro de los mismos intervalos (Tabla III). Ademfis, con 

respecto a las metaloproteinasas, se ha demostrado que las 

tiolproteinasas de 26a 29 Kd (luaces y Barret 1988), 26 Kd - -

(Otte y Werries 1989), 56 Kd (Reed et al. 1989), y de las tres 

categorías de PM en conjunto (Pérez-Montfort et al. 1987), pr~ 

sentan actividad colagenolítica. De acuerdo a esto último, de 

las dos actividades colagenolíticas detectadas en E. histolyti 

~(Tabla III), la de Gadasi y Kessler fue estimulada con di--
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Cisteina 
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16 

TABLA II 

Clasificaci6n de Proteinasas 

Intervalo 
de pH 

Ejemplos para actividad 

Tripsina, quimiotripsina, factores de 7-9 

coagulaci6n, elastasa y catepsina G de 
leucocitos, quimasas, activadoras de -

plasmin6geno 

Papaína, bromelaina, proteinasa de - - 3-8 

streptoco, clastripaína, catepsina B, 
catepsina H, catepsina L 

Carboxilo Pepsinas, renina, catepsina D 2-7 

Metalo Termolisina, colagenasas, proteinasas 
de microvil us. 

7-9 

Clasificación de las proteinasas 1 ejemplos e intervalos de pH para la act! 

vidad. Datos tomados de Lushabugh 1988b. 
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TABLA III 

Clases de Proteinasas Encontradas en 

E. Histolytica 

Investigadores Año(s) Intervalos de PM 

McLaughlin y Faubert 1977* 

Lushbaugh 1979,1981,1984,1985* 

Bos 1980* 

McGowan 1982* 

Muñoz 1982* 

Gadasi y Kessler 1983* 

Scholze y Werries 1984* 

K~ene y McKerrow 1986# 

Pérez-Montfort 1987 

Luaces y Barret 1988 

Os toa-Saloma 1989 a-b 

DeMeester y Mirelman 1990 

McGowan 1982* 

Pérez-Montfort 1987 

Muñoz 1982* 

Gadasi y Kessler 1983* 

McLauhlin y Faubert 1977* 

Lushbaugh 1984* 

10-34 Kd 

35-55 Kd 

56-75 Kd 

10-34 Kd 

35-55 Kd 

* Lushbaugh 1988b, # Reed 1989 

Las clases de proteinasas encontradas en E. histolytica, los investigadores 

que las detectaron, y los intervalos de pesos moleculares (PM) determinados 

para cada clase catalítica. 
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tiotreitol (DTT) e inhibida con N-etilrnaleirnida (NEM) (Gitler 
y Mirelrnan 1986, Lushbaugh 1988b): por lo tanto, lo más proba­

ble es que no se trate de una metaloproteinasa. En cambio Mu­
ñoz et al. detectaron actividad colagenolítica inhibible por -

c-isteina y no por NEM, lo que sugiere la existencia de una co­

lagenasa corno tal en E. histolytica (Lushbaugh 1988b). 

En cuanto a los mecanismos de acción de las tiolproteina­

sas amibianas, s6lo se ha determinado el correspondiente a la 
de bajo PM llamada histolisina de 23 a 29 Kd (Luaces y Barret 

1988, Otte y Werries 1989), el cual aparece esquematizado en -

la Figura 1: la enzima hidroliza el lado carboxílico de cual-­

quier aminoácido (Pl} unido a un aminoácido básico (P2} del l~ 

do amino, necesario este Qltimo para la formación del complejo 

enzima-sustrato; el aminoácido (Pl) y el que tiene unido de su 
lado carboxilico (Pl), influyen en la susceptibilidad para la 

hidr6lisis (Dtte y Werries 1989). 

Existen datos contradictorios acerca de la localización -

subcelular de las proteinasas amibianas. Por un lado, se ha -
reportado que las de PM bajo e intermedio son membranales y -­

las de PM alto son solubles (Ostoa-Saloma et al. l989a}; mien­

tras que por otro lado, se ha reportado que las proteinasas de 
PM bajo son citoplasmáticas, y las de PM intermedio y alto son 

membranales (De Meester et al. 1990}. Estos datos aparentemen 

te contradictorios sugieren que todos los tipos de proteinasas 
amibianas pueden ser tanto solubles como membranales; el alto 

recambio membrana! en la amiba, que transloca proteínas intra­

celulares a la membrana plasmática y viceversa (Gitler y Mire! 

mal 1986), y/o los métodos de detección (Ostoa-Saloma et al. -
1989a, De Meester et al. 1990}, son los factores probables que 

influyen en la obtención de uno y otro resultado. De esta ma­
nera, las proteinasas amibianas pueden actuar, indistinta- Ysi 

nergéticarnente, en la superficie membrana! o pueden ser secre­

tadas al medio externo (Becker et al. 1988}. 



FIGUllA 1 

Tiolproteinasa de bajo P.M 

~ .. ·· SZ Sl S' __/ 

·.·Ir=[ =====;-1,;:::===:;-r;::::=:::~¡ 
l P2 

Sustrato 

COOH 

Mecanismo de acción de ln tiolproteinasa amibiana de bajo peso molecular. (S) subsitios en la tiolprote.!, 
nasa; (P) posiciones aminoac!dicas en el péptido sustrato; (e) enlaces peptidicos. La flecha grande sim­
boliza el sitio activo de la proteinasa e indica el enlace pept{dico que hidroliza. El aminoácido P2 de­
be ser básico; las aminoácidos Pl y P' determinan la velocidad de la hidrólisis, La tiolproteinasa con la 
que fue descrito este mecanismo peso 26 Kd ± 8% (según Otte 1989), 
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La cantidad de tiolproteinasa por amiba, correlaciona con 
la virulencia de distintas cepas amibianas (Lushbaugh 1988b, -

De Meester et al. 1990, Vargas et al. 1990). Sin embargo, las 

tiolproteinasas no son citoletales para la mayoría de los ti-­

pos celulares estudiados hasta la fecha: no causan rompimiento 

membrana!, s6lo redondean y desprenden a las células del subs­

trato basal (Lushbaugh l988b, Luaces y Barret 1988, Becker et 

al. 1988). Aunque la de bajo PM es citoletal para hepatocitos 

recién aislados de rata y de hamster {Pérez-Tamayo, comunica-­

ci6n personal). No obstante, las tiolproteinasas parecen ser 

las responsables de la necrosis tisular amibiana: a) son cap~ 

ces de degradar substratos naturales del tejido conectivo como 

colágena, fibronectina, laminina y matriz extracelular (Pérez~ 

Montfort et al. 1987, Lushbaugh 1988b, Lauces y Barret 1988, -

Otte y Werries 1989, Reed et al. 1989); b) y además, se ha de­

mostrado con un modelo experimental de amibiasis aguda, que -­

las tiolproteinasas causan necrosis tisular in vivo (Becker et 

al. 1988). Es posible que las tiolproteinasas intervengan en 

los mecanismos de resistencia amibiana, como es el caso de la 

proteinasa de PM alto de 56 Kd (secci6n 1.3.V). Otra posibill 

dad acerca del papel de las tiolproteinasas amibianas, es que 

presenten funciones digestivas, regulatorias (Gitler y Mirel-­

mal 1986, Ostoa-Saloma 1989b) y/o estructurales. Esto se ve -

apoyado por el hecho de que los inhibidores de tiolproteinasas 

incrementan la mortalidad, inhiben el crecimiento, y afectan -

la morfolog1a de los trofozoitos amibianos (Becker et al. 1986, 

De Meester et al. 1990). 

V. Resistencia Amibiana 

Aparte de ser mecanismos de destrucción tisular, la adhe­

rencia, la cit6lisis letal, la fagocitosis de las células bla~ 

co Y la acci6n de las proteinasas de E. histolytica son, asi~­

mismo, mecanismos de resistencia amébica, al ejercer su acci6n 

sobre las barreras intestinales y los constituyentes del sist~ 
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ma inmune (secci6n 1.4): 

1) El que las mucinas intestinales sean receptores alta-­

mente espec!ficos para la lectina Gal/GalNac amibiana, facili­

ta la invasión intestinal (Chadee et al. 1988, Ravdin 198Bb, -­

Mart!nez-Palomo et al. 1989): el fenómeno de adherencia a la -

mucosa, precede la penetraci6n de los trofozoitos (Petri y Ray 
din 1987, Ravdin et al. 1988a), los cuales se adhieren a las regí.E, 

nes interglandulares de la superficie luminal de la mucosa, donde -

penetran a través de movimiento pseudopodial. Una vez en la lámi­

na propria, los parásitos se multiplican y destruyen los compo­

nentes de la mucosa por medio de ci tólisis de células epi telia­

les, fagocitosis, y liberación de enzimas potentes que degra-­

dan la matriz extracelular (Martínez-Palomo et al. 1989). 

2) La cit6lisis y la fagocitosis de células inflamatorias 

polimorfonucleares (PMF), apoya y sostine el proceso destruct! 

vo iniciado por las a~ibas a nivel de mucosa intestinal (Martf 

nez-Palomo et al. 1989), y durante la formaci6n del absceso h~ 

p&tico (Ravdin 1989a). Adem&s E. histolytica es capaz de li-­

sar neutr6filos polimorfonucleares (PMF) , células mononuclea-­

res de sangre periférica (PBM) , monocitos, macr6fagos y linf~ 

citos T de humanos~ (Salata et al . 1985, 1987). M&s 

aún, la virulencia en E. histolytica correlaciona con su capa­

cidad de resistir el efecto amebicida de los leucocitos (Martf 
nez-Palomo 1982, Petri y Ravdin 1987). La lectina Gal/GalNac 

es altamente responsable de la resistencia amibiana, ya que la 

presencia de GalNac (1%) incrementa el efecto amebicida de los 

neutrofilos (Petri y Ravdin 1987) y de los linfocitos T8 acti 

vados con PHA (Salata et al. 1987). Todo lo anterior implica 

que la adherencia, cit6lisis letal y fagocitosis amibianas, d~ 

sempeñan un papel fundamental en la resistencia del par&sito -
al efecto de las células del sistema inmune. 

E. histolytica presenta asimismo mecanismos adicionales -
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para evadir las defensas del huésped; 

3) La amiba posee la propiedad de redistribuir sus antíg~ 

nos superficiales. Tanto lectinas como anticuerpos dirigidos 
contra determinantes de la superficie del trofozoito, son ráp! 

damente agrupados en cGmulos principalmente en la regi6n del -
uroide. Estos complejos ligando-receptor pueden ser desecha-­
dos al medio, pero m5s comúnmente son fagocitados. La amiba -

internaliza su superficie total aproximadamente cada 20 min. -
De esta manera, la rápida recirculaci6n de la membrana plasmá­

tica de la amiba, le permite evadir en gran parte el brazo hE_ 

moral del sistema inmune del hu~sped (Martínez-Palomo 1982, G! 

tler y Mirelman 1986), y potencialmente, otras moléculas ameb! 
cidas como el complemento, lisozima (Secci6n 1.4), proteinasas 

y ameboporo. La lectina Gal/GalNac es un antígeno superficial 

de E. histolytica capaz de redistribuirse {Petri y Ravdin 1987} 
y la cual se encuentra en una menor concentraci6n en cepas y -

tipos de amibas menos virulentas (Ravdin et al. 1988a}; en can 

secuencia, es posible que esta lectina intervenga en el proce­
so de redistribuci6n, y por tanto, las amibas de menor virulen 

cia sean m&s susceptibles a la acci6n de las moléculas amebic! 
das. 

4) Las amibas virulentas tienen la capacidad de resistir 

la acción lítica del complemento presumiblemente debido a la -
acci6n de una reductasa superficial. La polimerizaci6n del -­

complejo lítico C9 del complemento parece requerir nucleaci6n 

inicial, que incluye la abertura de disulfuros vecinales reac­
tivos en C9, para formar d!meros unidos por puentes de disulf~ 

ro (Fig. 2A}. Se cree que la reductasa amibiana impide la po­

limerizaci6n de C9 de dos maneras: l} la reductasa actuaría -

sobre los disulfuros superficiales; posteriormente, los tioles 
libres reaccionar!an con los disulfuros vecinales expuestos de 

las moléculas C9, y formar!an disulfuros mixtos e inhibirían -

la polimerizaci6n por impedimento estérico {Fig. 2B}. 2) Al--
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FIGURA 2 

Papel de la reductasa amibiana durante la formación de dímeros de C9. (SH} 
tioles libres; (S~S) disulfuros vecinales; ("s-S) disulfuros mixtos. (A) -
formación de dímeros de C9; (B) reducción de los disulfuros superficiales 
por la reductasa amibiana; (C) reducción de los disulfuros vecinales de C9 
por la reductasa amibiana. 
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ternativamente, la reductasa actuaria directamente sobre los -

disulfuros vecinales reactivos de C9 lo que impediría su nu-­
cleaci6n (Fig. 2C) (Mogyoros et al. 1989). Ambos mecanismos -
implican un incremento en la incorporación de C9 a la membrana 

amibiana, el cual efectivamente ha sido observado (Mo9yoros et 
al. 1986b, 1989). No obstante, tanto los complejos líticos rn2 

dificados por acción de la reductasa corno los intactos, serian 
desechados subsecuentemente por medio de un proceso de vesicu­

laci5n, activado probablemente por el sistema transductor de -
señales que incluye la hidrólisis de fosfatilidil-inositol 4,5 

bifosfato para liberar inositol trifosfato y diacil-glicerol -
(Mogyoros et al. 1989). La acción conjunta de la reductasa y 

la vesiculación celular, podría ser un mecanismo eficaz para -

resistir el efecto del ameboporo amibiano, y para mantener - -

inactivadas a las tiolproteinasas al oxidar sus sitios activos 
y utilizar los hidrógenos como fuente reductora. 

El impedimento de la formación del poro lítico C9, no se 

debe a la acción enzimática de una tiolprot.einasa. que lo degrada 
C9, ya que la adición de leupeptina (inhibidor de tiolproteinE 

sas) vuelve a las amibas resistentes al complemento, al igual 
que la cisteína y el ditiotreitol (Moygoros et al. 1989). Por 

lo tanto, es probable que la leupeptina confiera la resisten-­
cia de la misma manera que la ciste!na y el ditiotreitol, es -

decir, al donar hidrógenos y reducir de esta manera los tioles 
superficiales de la amiba, lo que produce un efecto análogo al 

de la reductasa superficial amibiana (Mogyoros et al. 1989). -

La forma isomérica anular de la leupeptina (Umezawa y Aoyagi -

1977), puede funcionar como agente reductor al sufrir una rea~ 
ción de oxidaci?n similar a la de los nucleótidos de piridina, 

que resulta en la donación de dos §tomos de hidrógeno (Fig. 3). 

Otra alternativa es que la leupeptina estabilice o active a la 
reductasa superficial de la amiba. 

5) E. histolytica secreta toxinas que alteran la respues-
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ta inmunocelular: a) se ha visto que ciertos antígenos solu- -
bles ·ae E. histolytica poseen propiedades mitogénicas e induc­

tivas capaces ae actuar en blancos distantes (Denis y Chadee -

1988); esto correlaciona con la actividad mitogénica de la le~ 

tina Gal/GalNac soluble para células PBM (Petri y Ravdin 1987, 

Ravdin et al. 1988a). b) Existen en E. histolytica productos 

solubles y/o rnembranales específicos que suprimen en macrófa-­

gos cercanos el estallido respiratorio, la secreción y expre-­

sión membrana! de interleucina, el efecto amebicida y la cap~ 

cidad de responder a las interleucinas, estos mismos antígenos 

estimulan las funciones mencionadas en macrófagos distantes -­

(Denis y Chadee 1988). e) Las amibas secretan un producto - -
inhibidor de la locomoci6n de los macr6fagos con un peso mole­

cular entre 478 y 765 daltones (Kretschmer et al. 1985). d) -­

Ciertas proteinas solubles de E. histolytica inhiben neutrófi­

los humanos y estimulan actividades oxidativas (Ravdin 1989a) • 

Todas estas toxinas inhiben las funciones efectoras de los le~ 
cocitos, lo que podria promover la inmunosupresión celular ob­

servada en la amibiasis activa y consecuentemente la falta de 

dep6sito de cicatriz durante la curación de las lesiones améb! 

cas (Kretschmer et al. 1985, Gitler y Mirelman 1986, Petri y 

Ravdin 1987, Denis y Chadee 1988). En este sentido, la inte-­

rieucina-1, suprimida en macrófagos cercanos por factores de -

E. histolytica, interviene en el dep6sito de colágena, una pa~ 
te crucial del proceso de cicatrización (Denis y Chadee 1988). 

6) En E. histolytica, la tiolproteinasa de 56 Kd activa -

el complemento de manera análoga a como lo hacen las C3 conve~ 

tasas, con la diferencia de que corta a C3 un aminoácido dis-­

tal con respecto a éstas. No obstante, los fragmentos C3a - -

anafilatoxina y quimioatractante- y C3b -iniciador del comple­

jo lítico C9- formados por acción de esta tiolproteinasa re-­

sul tan perfectamente funcionales. De esta manera, la activa-­

ción de complemento mediada por la proteinasa de alto PM, pe-­

dría contribuir a la patogenia de la amibiasis invasiva: a) al 
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Oxidación hipotética de la Leupeptina en la que podría fungir como un donador de hidrógenos de manera si­
milar a los nucleótidos de piridina. La Leupeptina (A) o propionil-(o acetil) -L-leucil-L-leucil-Argininal 
puede intercambiarse a una forma isomérica de Leupeptinol con un anillo piridínico ~B) (Umezawa y Aoyagi -
1977). La región parcialmente electronegativa del anillo conformada por el residuo hidróxido, podría su! 
citar un ataque nucleof!lico por parte del nitruro anular, al donar éste su par de electrones, un electrón 
al carbono asimétrico que contiene el hidróxido y el otro para formar un enlace adicional con este carbo-­
no; esto provoca a su vez que el carbono asimétrico done el electrón extra al residuo hidróg1mo que se li­
bera como ion hidruro (H-), Por lo tanto, como resultado final, se obtiene la forma oxidada del anillo -­
leupept!nico (C), y la ganancia neta de dos átomos de hidrógeno, al combinarse l!l ion hidruro (H-) con un 
ion hidrógeno (H+) tomado del medio {D), 
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atraer neutr6filo5, los cuales incrementan el dáño en hepatoc! 

tos y el potencial destructivo amibiano (Ravdin 1989a, secci5n 

1.3.II); b) al Provocar un desequilibrio en el C3b humoral que 

se incrementaría porque el C3 soluble es el susceptible a ser 
degradado por la amiba, lo que no ocurre para el C3 unido a su 

superficie (Reed et al. 1989). El exceso del CJb humoral acti 

varía la vía alterna del complemento lo que lisaría las célu-­

las del huésped, incluso las del sistema inmunológico. 

7) Los sistemas detoxificadores en E. histolytica forman 

un mecanismo importante de resistencia, tanto contra toxinas -
naturales del huésped, como contra amebicidas terapéuticos. 

Las amibas presentan un transportador de aniones. Adem§s, la 

glucoproteína-P es una proteína de transporte multidroga para 

cationes que ha sido hallado en algunos parásitos (Mogyoros -
et al. 1989). 

VI. Amiboporo 

El amiboporo es una proteína amibiana encontrada dentro -

de los trofozoitos y en su medio de crecimiento, que se incor­

pora espontáneamente a las membranas de las células blanco y -

forma poros para iones, los cuales difunden libremente según -
sus gradientes de concentración y despolarizan al blanco (Gi-­

tler y Mirelrnan 1986, Mogyoros etal. 1989). La permeabilidad 

al calcio aumentada podría causar la despolimerización de la -

tubulina y la apertura de las uniones celulares, lo cual ya ha 

sido observado (Gitler y Mirelman 1986, Martínez-Palomo 1982). 

La permeabilidad iónica aumentada podría activar a las ATPasas 

de Na/k y Ca, y originar una caída rápida en los niveles de -­

ATP; esto último podría ser causa de la formación excesiva de 

ampollas superficiales en las células blanco después de haber 

entrado en contacto con la amiba (Gitler y Mirelman 1986) . 

El amiboporo es un monómero de 14 Kd; existen dos isofor-
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mas dim~ricas de 28 Kd con valores de pI de 6.8 y 5.3 presen-­
tes en una proporción de 7 a 1, y con una capacidad de agrega­

ción altamente cooperativa. Normalmente el amiboporo se com-­
porta como un agregado supramolecular junto con otras proteí-­

nas de función desconocida, y con una apertura potencial de -­
unos 40 canales (Gitler y Mirelman 1986, Rosenberg et al. 1989). 

El agregado no se encuentra rodeado por membrana dentro de la 

c~lula, por lo que se cree que al interactuar con la superfi-­

cie endofacial de la membrana plasm&tica genera un flujo de -­
calcio hacia dentro de la amiba, que resulta en la vesicula-­
ción celular y liberación del agregado (Mogyoros et al. 1989). 

Sin embargo, a pesar de los estudios arriba mencionados, 

el papel del amiboporo en la citólisis y muerte celular media­
da por contacto no ha sido demostrado directamente (por medio 

de anticuerpos dirigidos contra el amiboporo que inhiban tam-­
bién la cit6lisis) (Rosenberg et al. 1988). Más aan, los ma-­

cr6fagos y linfocitos son capaces de repolarizarse en unos 60 
min., lo que contrarresta el efecto del arniboporo. Esto indi­

ca que otros factores amibianos deben entrar en juego para po­

der lisar o matar a las células blanco (Gitler y Mirelman 1986, 
Mogyoros et al. 1989). 

VII. Fosfolipasas 

Se han purificado dos tipos de fosfolipasas A de E. histo 

lytica: una independiente de calcio que opera al máximo a pH 

ácido de 4.5 y otra, asociada a la membrana plasmática, depen­
diente de calcio y con un pH óptimo de 7.5 (Petri y Ravdin - -

1987, Long-Krug y Ravdin 1988a). Estas fosfolipasas podrían -

contribuir a la lisis celular por medio de la producci6n de li 

sofosfolípidos que poseen efectos de detergente sobre las mem­
branas celulares (Petri y Ravdin 1987, Long-Krug y Ravdin - --

1988a), o por medio de acción directa sobre las membranas de -­

las células blanco (Lushbaugh l988b, Long-Krug y Ravdin l988a). 
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No obstante, al igual que el amiboporo, el papel de las fosfo­

lipasas en la citólisis no ha sido demostrado directamente (P~ 

tri y Ravdin 1987}. Más a6n, existen datos controversiales -­

que se postulan en contra de las fosfolipasas amibianas como -

mecanismo citolitico letal directo: 1) las fosfolipasas son e~ 

paces de atacar una membrana plasmática únicamente en presen-­

cia de agentes que dañan membranas corno medio hipot6nico, de-­

tergentes, y péptido de veneno de víbora (DLF) {McCaul et al. 
1977). 2) la fosfolipasa calcio-dependiente, la cual postulan 

como la efectora del mecanismo citolítico directo, presenta un 

segundo pico máximo de actividad mucho mayor a pH 4.5 (58 nmo­

les/hr/mg) que el de pH 7.5 (9 nmoles/hr/mg); el primero es -­

comparable con el de la fosfolipasa independiente de calcio -­

(66 nmoles/hr/mg) (Long-Krug y Ravdin 1988a). 3) La cit6lisis 

amibiana requiere de un pH ácido (Petri y Ravdin 1987, Ravdin 
1989a). 4) La quinacrina, inhibidor de fosfolipasa A, puede -

aumentar el pH lisosomal (Long-Krug y Ravdin 1988a} y de esta 

manera inhibir la acción citolítica de la amiba (Long-Krug y -

Ravdin 1988a). Estos hechos sugieren que la fosfolipasa A am! 

biana cumple principalmente con una función degradativa lisos2 

mal efectuada a pH ácido, más que con una función citolítica -
letal directa mediada a pH fisiológico de 7 a 7.5. 

VIII. Conclusiones de la Sección 1.3 

Lo expuesto en esta sección indica que la fagocitases y -

la citólisis en E. histolytica, mediadas por la adherencia pr~ 

via a las células blanco, son mecanismos citoletales en los -­

que las toxinas amibianas {proteasas, ameboporo, fosfolipasas, 

lectinas etc.) no intervienen de manera importante para lama­

yoria de los sistemas amiba-célula blanco utilizando hasta la 

fecha (McCaul et al. 1977, Ravdin et al. 1980, Raydin 1988b, -

Lushbaugh 1988b, Luaces y Barret 1988, Becker et al. 1988), -­

aunque probablemente sí ejercen en gran parte el efecto citot~ 

xico no letal y de destrucci6n de tejido (Lushbaugh 1988b, Be-
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cker et al. 1988, Long-Krug y Ravdin 198Ba, Ravdin 1988b, Mo-­

gyoros et al. 1989}. Adem&s, se ha observado de manera inda-­
pendiente para los sistemas célula hep&tica Chang-amiba, célu­

la CHO-amiba Y. célula BHK-amiba, que ninguna toxina amibiana -

membranal o soluble (en homogenados y sobrenadantes respectiv~ 
mente) es responsable por si misma del efecto citol!tico letal 

(McCaul et al. 1977, Ravdin et al, 1980, Mattern 1980, citado 

en Lushbaugh l988b). Esto es posible si se piensa en la difi­

cultad y gasto energético que implicaría a la amiba tener un -
mecanismo eficiente para poder resistir la autólisis mediada -

por sus propias toxinas, el cual tendría que existir en este -

caso, ya que la amiba s6lo lisa las células blanco (lo que se 

llama muerte unidireccional, segün Petri y Ravdin 1987). En -
términos evolutivos, un mecanismo de resistencia a la autóli-­

sis podr1a conformar con el tiempo una desventaja selectiva. -

Cualquier teoría que intente definir el mecanismo de la citóli 

sis letal amibiana, debe explicar satisfactoriamente las si- -
9uientes consideraciones: 

a) La unidireccionalidad de E. histolytica (Petri y Rav-­
din 1987). 

b) El efecto de 11 pegar y correr 11 (nhit and run dama9e 11
) -

observado (Petri y Ravdin 1987). 

e) La velocidad extrema del "golpe mortal 11 amibiano reci­

bido por la célula blanco, tan s6lo segundos o minutos 
despu~s del contacto mediado por la lectina Gal/GalNac 

(Radvin et al. 1980, Radvin 1989a, Martínez-Palomo - -
1982, Petri y Ravdin 1987). Adem&s el recambio membr~ 

nal amibiano elevado (Gitler y Mirelman 1986) ocasiona 

que una citotoxina membrana! hipotética se movilice 

continuamente con extrema rapidez, lo que evita que 

permanezca tiempos prolongados en el mismo sitio de a~ 

ci6n. 

d) Los efectos resultantes en las células blanco pareci--
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dos a los de un cambio osmótico, luego de establecerse 

el contacto con la amiba, como por ejemplo: redondea-­
miento (McCaul et al. 1977), vesiculaci6n (Ravdin et -

al. 1980, Martínez-Palomo 1982, Gitler y Mirelman°1986), 

disociación de microtubulos periféricos (McCaul et· al. 

1977) , y ensanchamiento de los espacios intercelulares 

debido a la apertura de ·las uniones celulares impermel! 

bles (Martinez-Palomo 1982). 

e) La razón por la que la citólisis amibiana es indepen-­

diente de la motilidad de los trofozoitos (Ravdin et -
al. 1980, Petri y Ravdin 1987), 

f) La razón por la que fagocitosis amibiana es indepen- -

diente de la citólisis y ocurre después de ésta (Rav-­

din et al. 1980) o en su ausencia (Ravdin y Guerrant -

1981) • 

Hasta ahora no ha sido descrito algún tipo de toxina cit.E, 

letal en E. histolytica que explique de manera satisfactoria -

todos los puntos mencionados. 

Finalmente, de los diez requisitos del efecto citolítico 

letal amibiano mencionados anteriormente, el 5 6 los iOnes ex­

tracelulares de calcio parecen ser necesarios para una adhe- -

sión efectiva mediada por la lectina Gal/GalNac (Ravdin et al. 

198Ba) y para desestabilizar los mecanismos homeost~ticos de -
la célula blanco (Long-Krug y Ravdin 198Bb, Gitler y Mirelman 

1986}. El 6 ó el flujo intracelular de calcio, en analogía -­

con los procesos citolíticos calcio-dependientes en otros fag2 

citos eucariotes, puede ser necesario para la secreción de SU_!! 

tancias tóxicas; para cambios en el citoesqueleto requeridos -

para movilidad y actividades citolíticas (quimiotaxis, exocit2 

sis, fagocitosis, movilización de receptores superficiales}; o 

para activar a las enzimas dependientes del calcio, como l~s -
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que intervienen en el metabolismo de lípidos o en el transpor­
te i6nico (Long-Krug y Ravdin 1988b). El 7 6 el mantenimiento 

de un pH intravesicular ácido, el 8 ó la actividad de la fosf.2_ 
lipasa A óptima a pH ácido y el 9 6 la exocitosis, correlaciQ 

nan con la necesidad de mantener un potencial degradativo ele­
vado y continuo debido al alto nivel de fagocitosis y recambio 
membrana! de la amiba. Asimismo, el pH ácido se requiere para 

la disociación máxima de complejos ligando-receptor lo que pe~ 
mite reciclar y mantener un número adecuado de receptores su-­

perficiales. El 10 ó la temperatura de 37°C es necesario para 
el funcionamiento general óptimo de E. histolytica, ya que es 

un parásito de mamíferos. 

Todos los factores arriba mencionados se requieren para -
que la amiba ejerza su capacidad citolítica, pero no intervie­

nen directamente en el daño a la membrana del blanco mediado -
por contacto celular. En consecuencia, debe existir un meca-­

nismo de cit6lisis letal mediado por contacto que dependa di-­
rectamente de los cuatro requerimientos que no pueden ser eli­

minados de estos diez: 1) viabilidad: amibas enteras y vivas -

(Mccaul et al. 1977, Ravdin et al. 1980), 2) contacto directo 
entre amiba y célula blanco {Ravdin et al. 1980, Mart1nez-PalE_ 

mo 1982}, 3} receptores específicos: lectina Gal/GalNac (Rav-­
din y Guerrant 1981, Ravdin et al. 1988a, Ravdin 1988b, 1989a, 

Ravdin et al. 1989b, Salata et al. 1985, 1987, Gitler y Mirel­

man 1986, Petri y Ravdin 1987), 4) activaci6n del citoesquele­
to: funci6n rnicrofilamentosa amibiana (Ravdin y Guerrant 1981, 

Ravdin 1986b, Petri y Ravdin 1987, Long-Krug y Ravdin 1988b). 
Dicho mecanismo aún no ha sido descrito. 

1.4 Mecanismos de Defensa del Huésped 

I. Mecanismos No Inmunes 

Existen barreras contra la infecci6n de parási~os entéri~ 
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coa como: el pH &cido del est6ma90, las enzimas 'digestivas y -

la capa de mucosa intestinal. Las mucinas col6nicas, al ac- -

tuar como receptores de alta afinidad para la lectina Gal/Gal­
Nac de la amiba (8.2 x lo-11 M-l )., atrapan a los trofozoitos 
y les impiden adherirse, lisar y fagocitarc~lulasepiteliales, 

por lo que fungen como uno de los mecanismos principales de d~ 
fensa"contra la invasi6n de tejido. La capa musculularis muco 
.!.!. actaa como una barrera parcial al evitar el progreso de la 
invasi6n a capas m&s profundas de la pared intestinal (Chadee 
et al. 1988, Ravdin 1989a, Mart1nez-Palomo et al. 1989). 

II. Respuesta Inmunocelular 

Se ha observado actividad efectora inmunocelular contra -
E. histolytica tanto en animales como en humanos. La respues­
ta inflamatoria no especifica constituye la primera barrera -­
contra la infecci6n extraintestinal (Gold 1989). Estudios ta~ 
to ~ como ~ han demostrado que E. histolytica pr2 
vee una señal quimioatractante para neutr6filos polimorfonu- -

cleares de humanos (Ravdin 1989a). Los neutr6filos tienen la 
capacidad de matar amibas: a) en una relaci6n de 1000 neutr6f.!_ 
los/amiba, cepa 303-NIH (no virulenta), en 22 hr a 37°C; b) en 
presencia de GalNac (1%), en una relaci6n de 200 neutr6filos/ 
amiba, cepa l!Ml, en 3 hr a 37°C (Petri y Ravdin 1987). 

Los macrófagos son en 9ran medida los responsables de la 
resistencia del hu~sped contra el desarrollo de abscesos hepA­
ticos invasivos y la diseminaci6n rnetast&tica amibíana {Salata 
et al. 1985, 1987). Los macr6fagos de pacientes tratados por 
abscesos hep§ticos amibianos, pueden ser activados con linfoci 
nas inducidas con Con A y matar amibas (Salata et al. 1985). -
Asimismo, los macrófagos obtenidos de individuos no inmunes -­
pueden ser activados con linfocinas y presentar funciones ame­
bicidas; estos macrófagos matan trofozoitos a través de un me­
canismo contacto-dependiente y anticuerpo-independiente, que 
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incluye procesos tanto dependientes como independientes de ax! 

geno (Salata et al. 1985) • 

Las proteínas solubles de E. histolytica pueden inducir, 

en linfocitos de pacientes curados de abscesos hep&ticos (Rav­

din 1989a) y linfocitos no inmunes (Salata et al. 1985), linf~ 
cinas· capaces de activar rnacr6fagos de individuos no infecta-­

dos para matar amibas virulentas; adem!s, los linfocitos no iQ 

munes producen estas linfocinas activadoras si se estimulan -­

con PHA y Con A (Salata et al. 1985). Los linfocitos T inmu-­

nes de pacientes curados de abscesos hepáticos amibianos (Sal~ 

ta et al. 1987, Castellanos et al. 1989), o estimulados por 3 
a 5 días con antígeno total de E. histolytica (Ravdin 1989a, -

Petri y Ravdin 1987, Castellanos et al. 1989), son citotóxicos 

para los trofozoitos arnibianos, lo que indica la activación an 

t!geno-específica de la función citotóxica de los linfocitos T 

en la arnibiasis invasiva. Sin embargo, la acción citotóxica -
no es sólo antígeno-específica, ya que los linfocitos TB no i~ 

munes y activados de 18 a 24 hr con PHA (Salata et al. 1987), 

matan trofozoitos virulentos a través de un mecanismo contacto 

dependiente y ant!geno-independiente. Ademfis, ann sin un con­

tacto directo, los linfocitos pueden inhibir la s!ntesis de -­

prote!nas y DNA de la amiba por medio de la secreción de inteE 

fer6n gama (,Castellanos et al. 1989). 

En general, los leucocitos obtenidos de animales inmuniz~ 

dos son capaces de matar trofozoitos amibianos de una manera -

significativamente mayor que los leucocitos obtenidos de anim~ 
les no inmunizados (Petri y Ravdin 1987). 

Todas las observaciones arriba mencionadas sugieren que -

la respuesta inmunocelular, sobre todo a largo plazo, es uno -
de los principales mecanismos de defensa del huésped contra la 

infección de E. histolytica que actGa de manera ant!geno-depen 

diente e independiente (Salata et al. 1985, 1987, Castellanos 
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et al. 1989, Ravdin 1989a); no obstante, no explica las susce2 

tibilidades diferenciales a la infección amibiana en modelos -
experimentales (Gold 1989), por lo que otros mecanismos de de­

fensa deben de estar también implicados de manera importante -

en la arnibiasis invasiva. 

111. Respuesta Humoral 

Una o dos semanas después de iniciados los síntomas, los 

pacientes de amibiasis invasiva desarrollan títulos altos de -

anticuerpos contra la amiba que reconocen la subunidad de 170 

Kd de la lectina Gal/GalNac y otras glucoprotetnas de 37, 59, 

90 y 110 Kd (Ravdin l989a). Aunque el desarrollo de una res-­

puesta humoral no resulta en la remisión espontánea de una co­

litis amibiana establecida o de abscesos hep&ticos, la produc­

ci6n de anticuerpos secretorios dirigidos contra las lectinas 

podr1a contribuir a la resistencia a infecciones invasivas sub 

secuentes o a la colonización intestinal (Ravdin 1989a) . Asi­
mismo, la producción de anticuerpos especlficos o inespecífi-­

cos contra determinantes superficiales de la amiba podr1a acti 

var la v1a clásica del complemento y promover de esta manera la 
eliminaci6n de la infecci6n invasiva (Calder6n 1988) . 

Hasta donde sabemos, existe un articulo que sugiere que -
los individuos curados de amibiasis invasiva son relativamente 

inmunes a la recurrencia de la infecci6n invasiva. Los anima­

les experimentales curados de la enfermedad invasiva, o inmuni 
zados con proteína total o lectina Gal/GalNac del parásito, af! 

quieren inmunidad a exposiciones intestinales e intrahepáticas 

de los trofozoitos de E. histolytica. Estos datos, más los -­

mencionados anteriormente, sugieren que posiblemente se desa-­

rrolla una inmunidad protectora ejercida a corto y a largo pl~ 
zo contra la infección invasiva mediada por ambos brazos del -

sistema inmune: además, apoyan la factibilidad del desarrollo 
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de una vacuna efectiva contra la amibiasis· y la colonización -

intestinal (Ravdin 1989a, Petri y Ravdin 1991). No obstante, 

la elevada frecuencia de reinfección e invasi6n a pesar de los 
títulos altos de anticuerpos, así como el incremento con la -
edad de la morbidez y mortalidad por la infección de E. histo­

lytica (Martinez-Palomo 1986) , son argumentos en contra de la 
adquisición de inmunidad protectora y, por ende, en contra de 

la producción de una vacuna efectiva. 

IV. Complemento y Lisozima 

El suero puede inducir la lisis de trofozoitos amibianos 

por medio de por lo menos dos mecanismos: 1) los experimentos 
en sistemas ~ e ~, indican que el complemento de­

sempeña un papel importante como defensa natural contra la ami 
biasis extraintestinal. E. histolytica activa ambas v!as del 
complemento, la clásica y la alterna, con una mayor participa­

ción de la clásica en ausencia de anticuerpos (Calderón 1988). 

La via clásica se activa por complejos in~unes, superficies de 
patógenos y algunas moléculas solubles¡ en la v!a alterna, -­

los productos activadores generalmente proveen un medio prote~ 
tor para la participación de C3b que evitan su inactivaci6n -­

proteolítica por el factor I (Calder5n 1988). 

2) La lisozima es una enzima termoestable presente a ba-­

jos niveles en el suero, la cual actúa sinergéticamente con el 

complemento en la lisis de microorganismos. En concordancia -
con lo anterior, el suero mata amibas a través de una reacción 

dependiente de lisozima, la cual actúa en conjunto con la via 
alternativa del complemento (Mogyoros et al. 1986a). Es inte­

resante que en estos experimentos, aunque parecidos a los men­
cionados arriba (Calderón 1988), no se observa la participa- -

ción de la v!a clásica del complemento; sin embargo, hay cam-­

bios en las condiciones experimentales que, no obstante peque­

ños, podrían contribuir a la obtención de resultados diferen--
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tes: a) condición diferencial de suero endistin~os individuos; 

b) incubaci6n a 36ºC (Calder6n 1988) o a 37°C (Mogyoros et al. 
1986a)¡ c) incubaci6n por 35 min (Calder6n 1988) 6 40 min 

(Mogyoros et al. 1986a). 

Se desconoce la naturaleza del sustrato amibiano digerido 

por la lisozima; pero existen por lo menos dos posibilidades: 

1) La lisozima muestra actividad de quítinasa. Las paredes de 

los quistes arnibianos están compuestas de polímeros parecidos 

a quitina, por lo que los polímeros unidos por enlaces linea-­

res B-(1-4) de GlcNac, son susceptibles a la acción de la lis2 
zima, y podrían estar presentes en diferentes estadios del ci­

clo celular (Mogyoros et al. 1986a). 2) La segunda posibili-­

dad es mucho más interesante: la leupeptina, cisteína y ditío­

treitol inhiben la acción amebicida conjunta del complemento y 

la lisozima (Mogyoros et al. 1986a, Mogyoros et al. 1989). c2 
mo se vi6 en la secci6n 1.3.V, esto lo hacen al simular la ac­
tividad de la reductasa amibiana al reducir los tioles superfi 

ciales y causar un aumento transitorio en la incorporaci6n de 

complemento a la membrana para luego ser desechado (Mogyoros -

et al. 1989). Sin embargo, en ausencia de lisozirna disminuye 

la incorporación de complemento y la lisis amibiana (Mogyoros 

et al. 1986a)}~ Esto sugiere que la lisozima degrada la redu~ 

tasa superficial de la amiba, y en su presencia, por ende, se 
desecha menos complejo C9 lttico; lo anterior también explica­

r1a porque la leupeptina, ciste1na y ditiotreitol inhiben am-­

bas v1as amebicidas simultáneamente: la acción de la lisozima 

en el suero permitiría el complemento actuar más eficientemen­

te, al degradar a la reductasa superficial que lo inhibe. Al 

agregar algún donador de hidr6geno al medio, se genera una vía 

alterna para reducir los tioles superficiales, por lo que se -

inhibe la acción del complemento, y por ende, la de la lisozi­
ma, indistintamente de que se degrade la reductasa. La lisis 

parcial de los trofozoitos medida por lisozima en ausencia de 

suero y complemento (Mogyoros et al. 1986a) podria deberse, en 
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tonces, a una desestabilizaci6n membrana! causada por la degr~ 

daci6n de la reductasa, la rigidez de los disulfuros superfi-­
ciales-oxidados en ausencia de reductasa y la falta de prote!­
nas del suero que protejan a la amiba contra la lisis osm6tica 

(Mogyoros et al. 1986a). Y es quizás, por ser una lisis unic~ 
mente desestabilizadora, que la lisozima no pueda lisar total­

mente a las amibas en ausencia de suero (Mogyoros et al. 1986a). 

1.5 Virulencia de E. histolytica 

I. Virulencia, Patogenicidad y Medici6n 

Se ha definido el término patogenicidad como la capacidad 

de un organismo para producir enfermedad; mientras que la vir~ 
'lencia se refiere al grado de enfermedad que presenta un pa- -

ciente (Martínez-Palomo 1982, Ravdin 1988b). 

Alternativamente, se ha referido a la virulencia como ia 
capacidad del par&sito de invadir y resistir condiciones adve~ 
sas, y a la patogenicidad, corno la susceptibilidad del hués-­

ped a ser infectado y padecer síntomas (Lushbaugh 1988b, Mogy2 
ros et al. 1989), lo que considera un marco genético (Mogyoros 

et al. 1989) y un estado nutricional del hu~sped (Ravdin 1988b). 
Esta segunda acepci6n es la que se consider6 durante este tra­

bajo por dos razones: 1) la capacidad de las affiibas para prod~ 

cir enfermedad no es general: Walker y Sellards en 1913 esta-­
blecieron que el mismo tipo de amiba puede ser patogénica en -

algunos individuos y no serlo en otros (Kean 1988). Por lo -­

tanto, si un par&sito es hasta cierto grado capaz de invadir y 

resistir condiciones adversas (virulencia) , la inducción de e~ 
ta capacidad, y la producción y nivel de enfermedad (patogeni­

cidad) dependen de la susceptibilidad del huésped. 2) Con la 

segunda acepción, la resistencia parasitaria se transforma en 
un mecanismo de agresión. 
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Existen varios métodos para distinguir amibas virulentas 

de las no virulentas, e incluyen zirnodemos o patrones isoenzimá.­
ticos (Gitler y Mirelman 1986, Walsh 1988), antígenos espec1fi 

cos, habilidad para matar células, aglutinaci6n con concanava­

lina A (Walsh 1988), eritrofagocitosis (Orozco et al. 1986), -

actividad de enzimas proteoliticas y colagenasa, y resistencia 

al complemento (Gitler y Mirelman 1986). Sin embargo, la medi 
da est~ndar de virulencia en diferentes cepas de amibas ha si­

do la formaci5n de abscesos hep~ticos en hamsters (Gitler y -­

Mirelman 1986, Ravdin 1988b). 

II. Factores de la Virulencia 

Como se discuti6 en la secci6n 1.3, los mecanismos de - -

adherencia, cit5lisis, fa9ocitosis, tiolproteinasas y resisten 

cia al complemento correlctcionan con la virulencia amibiana. -

La adherencia (Orozco et al. 1982b, Rodriguez y Orozco 1966), 

la producción de las tiolproteinasas (Rodriguez y Orozco 1986, 
Lushbaugh 1988b), la fagocitosis (sección 4.2.IV), no son, por 

si solos, factores suficientes para la expresión de la virulen 
cia ~· Además, el que la amiba presente un zimodemo vi­

rulento no garantiza que presente resistencia al complemento -

(Gitler y Mirelman 1986). Por lo tanto, parece ser que la ac­
ción conjunta de todos los mecanismos de virulencia es necesa­

ria para expresar un fenotipo agresiva en el huésped. 

Estos mecanismos dependen de procesos moleculares indepe~ 

dientes corno expresi6n de adhesinas, función rnicrofilamentosa 

(Ravdin et al. 1980, Ravdin y Guerrant 1981, Ravdin et al. 

l968a, Ravdin 1986b, 1989a, Ravdin et al. 1989b, Orozco et al. 

1982b y e, 1988, Petri y Ravdin 1987), mantenimiento de un pH 

ácido (Petri y Ravdin 1987, Ravdin 1989a) y recambio membra- -
nal: endocitosis y exocitosis {Gitler y Mirelman 1986, Petri y 
Ravdin 1987). 
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III. Adquisici6n de la Virulencia 

Cuando las amibas con zimodemo no-patogénico crecidas en 

un medio xénico (con flora bacteriana) se axenizan, se observa 

un incremento gradual en la virulencia, hasta que a los 37-40 

dias el zimodemo se vuelve patogénico. Si estas amibas se re~ 
sacian con la flora bacteriana, a los 7 días se revierte el zi 
moderno a no patogénico (Gitler y Mirelman 1986). 

E. histolytica crecida axénicamente tiene la capacidad de 

desarrollar resistencia al complemento si ahora se crece: a} -
en presencia de complemento activado (Mogyoros et al. 1986b, -

1989, Calder5n 1988); b) en presencia de suero inmune inactiv~ 
do por calor (Mogyoros et al. 1989); e) en presencia de coles­

terol (Gitler y Mirelman 1986); d) en el higado del huésped -­

(Mogyoros et al. 1986b, 1989, Gitler y Mirelman 1986); y e) en 
presencia de flora bacteriana (Gitler y Mirelman 1986, Mogyo-­

ros et al. 1989). Todas estas condiciones conducen a un incr~ 
mento de la virulencia medida in vivo (Mogyoros et al. 1986b, 

1989, Gitler y Mirelman 1986), e in vitre (Calder6n 1988). 

Las amibas crecidas en presencia de flora bacteriana pierden -

la resistencia al complemento si se les adapta a crecer nueva­

mente en medio axénico (Mogyoros et al. 1986b, 1989). 

La conversión a un zimodemo patogénico por'axenizaci6n 

(Gitler y Mirelman 1986) y la r~sistencia al complemento (Mo-­
gyoros et al. 1986b, Calderón 1988), se han obtenido a partir 

de clonas de E. histolytica, lo que aunado a la baja tasa de -

mutación de la amiba (Rodriguez y Orozco 1986, Mogyoros et al. 

1986b), indica que los anteriores son car&cteres adquiridos -­

por medio de una inducción especifica, y no producto de un pr~ 

ceso de selección de una clona poblacional determinada o pro-­

dueto de una serie de mutaciones fortuitas. 

Lo anterior indica que en efecto, E. histolytica es capaz 
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de a~quirir virulencia. Ahora bien, en general se acepta que 

el fenotipo virulento de un organismo se expresa cuando las -­
condiciones le son adversas (Mogyoros et al. 1989) i pero ¿qué 

quiere decir que 11 las condiciones le son adversas 11 ? 

Parad6jicamente, las observaciones anteriores indican que 

los trofozoitos amibianos adquieren virulencia por medio de -­

procesos inversos: axenizaci6n y xenización. En consecuencia, 

no es el nivel del carácter cambiante -o grado de adversidad­

sino el cambio mismo, merced al cual la amiba adquiere virulen­

cia. La virulencia se revierte si las amibas se crecen nueva­

mente en las condiciones originales. Una observaci6n adicio-­

nal es que el nivel de virulencia de una poblaci5n amibiana -­

puede disminuir con la prolongaci5n del cultivo (Pérez-Tamayo, 

comunicaci5n personal, y Mattern et al. 1982). Esto quiere d~ 

cir que si las condiciones se estabilizan -equivalente a la -­

prolongación del cultivo- o retornan las condiciones homeostá­
ticas originales (arriba) , las amibas se readaptan perdiendo o 

paliando su virulencia. En esta sección se discutió que E. -­
histolytica es capaz de volverse virulenta debido a un cambio 

en los niveles de flora bacteriana. Otros carácteres específ1 

ces propiciadores de la virulencia podrian ser la producción -

de IgA intestinal, la dieta alimenticia, factores intestinales, 

etc. 

En resumen, la virulencia de un organismo dado parece ser 

un programa genético inherente a éste que le permite sobrevi-­

vir en condiciones adversas y se enciende o se apaga en res- -

puesta a cambios específicos del medio circundante, indepen- -

dientemente del sentido hacia más o menos adversidad; el restE 

blecimiento de la homeostasis permite la remisión de la viru-­

lencia. En este contexto, es posible que el trofozoito recién 

emergida del quiste sea inicialmente virulento debido al cam-­

bio que representa ahora el medio; si las condiciones se esta­

bilizan la virulencia desaparece (esto no implica la remisión 
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de la amibiasis luminal). Empero si se pierde la homeostasis 

de algún carácter específico para la virulencia en el intesti­

no, las amibas se vuelven virulentas y pasan de comensales a -
invasivas, lo que puede o no producir amibiasis, invasiva según 

el marco ~enético (Mogyoros et al. 1989) y el estado nutricio­

nal (Ravdin 1988b) del mismo huésped. La etapa invasiva extra­

intestinal implicaría un desequilibrio continuo debido a la e~ 
posición constante a condiciones cambiantes y sistemas defensi 

vos que imperan dentro del huésped. Si este último es capaz -

de resistir la etapa invasiva y recuperar la homeotasis intes­

tinal, se eliminaría la enfermedad. De esta manera, la induc­
ción de la virulencia amibiana, al igual que la patogenicidad, 

depende directamente de la susceptibilidad temporal o permane~ 
te {marco genético) del huésped. 

IV. Mecanismo Inductor de la Virulencia Amibiana 

A pesar de que se desconoce cuál es el mecanismo inductor 

de la virulencia amibiana, existen dos posibilidades en cuanto 

a su naturaleza: 

a) Inducci6n por medio de uno o más sistemas reguladores 

transductores de señales, sensibles a estímulos internos y/o -

externos- hay varias pruebas que apoyan la existencia del sist~ 
roa que utiliza calcio como segundo mensajero {L~ng-Krug y Rav­

din 1988a) en E. histolytica: la cit6lisis amibiana se incre-­

menta con esteres de forbol, activadores de la proteína cinasa 

C (Petri y Ravdin 1987, Long-Krug y Ravdin 1988a). Adem!s se 

ha encontrado en trofozoitos amibianos inositol trifosfato - -

(Long-Krug y Ravdin 1988a-b), fosfatidil inositol (Gitler y Mi 
relman 1986) y actividad de fosfolipasa membrana! {Gitler y Mi 
relman 1986, Long-Krug y Ravdin 1988a). Este sistema transdu~ 

tor de señales parecería hallarse en relaci6n con varios proc~ 
sos agresores de la amiba {secci6n 1.3). 
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b) Inducción a través del encendido de un programa gene­

ral que altera de manera temporal o permanente la fisiología -

de ia célula- la opción de cambios a nivel de genoma resulta -

particularmente atractiva y posible, siendo que existen dife-­

rencias en los patrones de la restricción entre E. histolytica 

y otros tipos de amibas menos virulentas {Battacharya et al. -

1988), y entre cepas virulentas.y no virulentas de E. histoly­

tica (Garfinkel et al. 1989). 

En este mecanismo de inducción, la amiba se volvería po-­

tencialmente virulenta por medio del cambio genético; la mani­

festación en sí de los mecanismos de agresión estaría control~ 

da por un sistema modulador, pudiendo ser el que utiliza Ca++ 

como segundo mensajero. Este sistema transductor funcionaría 

paliando o estimulando la virulencia según si las condiciones 

se vuelven o no estables, o según si retornan o no dichas con­

diciones. El cambio genético sería un proceso temporal o per­

manente estimulado por cambios específicos en las condiciones 

del medio {sección 1.5.III). Si es temporal, deben haber cier­

tas condiciones específicas en las que el genoma retorna a su 

configuración original de no virulencia. Si es permanente, la 

amiba sería siempre potencialmente virulenta. Los cultivos de 

amibas en el laboratorio sugieren la posible existencia de cam 

bios genéticos inductores de virulencia permanentes: tanto las 

amibas virulentas como las que perdieron la virulencia {medida 

por la formación de abscesos hepáticos en hamsters) por prole~ 

gaci6n de cultivo, presentaron el mismo nivel elevado de fago­

citosis (sección 4.2.IV); esto podría interpretarse como una -

inducción de virulencia a través de un cambio genético que peE 

manece en la amiba de manera permanente, lo que se manifiesta 

en el carácter altamente fagocitico que se mantiene durante la 

prolongación del cultivo. Sin embargo, esta prolongación pos! 

blemente provoca que las condiciones del medio se estabilizan 

a lo largo del tiempo, lo que hace que las amibas palien su vi 

rulencia -presumiblemente a través de algún sistema modulador-
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y pierdan la capacidad de desarrollar abscesos hep~ticos. Po­
siblemente el sistema modulador reactivaría dicha capacidad de 
presentarse el cambio adecuado en las condiciones del medio. 

En resumen, se requiere determinar si la estructura gené­

tica para la expresión de virulencia se halla presente en la -
amiba de manera virtual, y es accesible inmediatamente a estí­

mulos del mecanismo inductor, o de manera potencial, y se re-­
quiere elaborar por el mecanismo inductor en el momento de re­

cibir los estímulos especificas. Independientemente del meca­
nismo inductor de virulencia amibiana que resulte ser el ca- -
rrecto, éste debe poder explicar de que manera regula cada me­

canismo de agresión por separado y como los conjunta (sección 
1.5.II), a través de la regulación de procesos celulares tales 
como la inducción de lectinas y de Receptocinesis (sección 4. 
3). 

1.6 Objetivos 

El objetivo general de la presente tesis fue comparar los 

mecanismos de agresi6n de E. histolytica, potencialmente viru­
lenta y patogénica para humanos, con los de E. invadens, gene­

ralmente no virulenta ni patogénica para humanos aunque si pa­
ra ciertos reptiles carnívoros (Neal 1988, Meerovitch y Charlee 
1988), tratando de encontrar rasgos distintivo$ que expliquen 

la capacidad de E. histolytica para invadir y producir enferm~ 

dad en la especie humana. Dos variantes de E. histolytica fu~ 
ron también comparadas en algunos experimentos: una capaz de -

producir abscesos hepáticos en hamsters (AH), y una segunda -­
(No-AH) que perdió dicha capacidad durante la prolongación del 

cultivo axénico (Mattern et al. 1982); ambas variantes fueron 

originalmente aisladas de pacientes sintomáticos. 

Los objetivos particulares están enmarcados dentro de dos 
enfoques distintos: 
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1) Bioquímica de Proteasas- Anteriormente se realiz6 un -

estudio sistemático por medio de inhibidores para determinar y 

analizar las clases catalíticas de E. histolytica (Pérez-Mont­
fort 1987). En el presente trabajo, el primer objetivo parti­

cular consisti6 en ampliar dicho estudio mediante el uso de -­

inhibidores adicionales para E. histolytica, y realizar además 

el estudio completo para E. invadens. Esto se realizó midien­
do la actividad proteolítica con un método calorimétrico, y -­

analizando el efecto de distintos inhibidores de proteinasas -
(Umezawa y Aoyagi 1977, Barret 1977, Pérez-Montfort 1987, Lush 

baugh 1988b, McKerrow 1989). El segundo objetivo particular -

fue comparar, entre ambos tipos de amiba, las siguientes cara~ 

teristicas bioquirnicas de las proteinasas: intensidad de acti­

vidad proteolítica, número y tamaño, por medio de electrofore­
sis en gel de sustrato, y sensibilidad de la actividad proteo­

lítica ante barridos de temperatura y pH. 

2) Acción citotóxica ~ - El tercer objetivo parti­

cular consistió en determinar si existen diferencias entre - -
E. histolytica y E. invadens respecto a la interacción in vi­

!.!2 con el mismo tipo de células blanco: macrófago peritoneal 
de rata (MPr). Para ello se utilizó microscopía de luz y la -

técnica de exclusión por azul Tripan, lo que permite deterrni-­

nar la desaparición de las células blanco, es decir, la fagoc! 

tesis, y la cantidad de células teñidas con azul tripan o mue~ 

te celular (Ravdin et al. 1980, Ravdin y Guerrant 1981, Becker 
et al. 1988). 

El cuarto objetivo particular fue comparar la sensibili-­

dad de la fagocitosis de ambos tipos amibianos ante distintas 
concentraciones Galactosa (Gal) y Glucosa (Glc) , carbohidratos 

que inhiben lectinas superficiales de E. histolytica que inteE 

vienen en la citólisis y adherencia {Ravdin y Guerrant 1981, -

Ravdin et al. 1988a, l989b, Ravdin 198Bb, l989a, Orozco - -­

et al. 1982b y e, Gitler y Mirelman 1986, Petri y Ravdin 1987). 
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Estos experimentos se realizaron para determinar si existen 
lectinas espec1ficas para estos monosacáridos que intervengan 
en el proceso de fagocitosis en E. histolytica y E. invadens. 

El quinto objetivo particular consisti6 en elaborar un m2 
delo te6rico que explique cuál es el mecanismo mediante el - -

cual E. histolytica mata a las células blanco. 
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2 MATERIALES Y METOOOS 

I. Cultivos Axénicos Amibianos 

E. histolytica de la cepa HM-1 y E. invadens de la cepa -

PZ, fueron crecidas axénicamente en medio TYI-S-33 (Diamond et 

al. 1978) o BI-S-33 (Diamond 1983) a 37°C y a temperatura am-­

biente respectivamente. Para todos los experimentos se utili­

zaron trofozoitos cosechados al final de la fase logarítmica -

de crecimiento. 

U:. Animales 

Se utilizaron ratas Wistar hembras de 400 a 500 g de pe-­

so, las cuales se mantuvieron en jaulas de plástico y fueron -

alimentadas con bolas de Purina y agua ad libiturn. 

III. Actividad Proteolítica 

La actividad proteolítica fue determinada por un método -

calorimétrico utilizando azocaseína (Sigma Chemical Ca.) como 

substrato. Los trofozoitos fueron lavados tres veces con una 

solución amortiguadora de fosfato de potasio 15 rnM, pH 7.2 y -

cloruro de sodio 184 mM (PBS-A), por centrifugación a 150 x g 

por 5 min a lOºC. Las células fueron lisadas con Trit6n x- -
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100 o.5% (V/V) e incubadas a 4°C por 1 hora. El lisado fue -­
centrifugado a 12,000 x g por 15 min a 4ºC y el sobrenadante -
fue colectado como fuente de proteasas y congelado a -70°C. -­

Alternativametne, se midió la actividad proteolítica de amibas 

vivas. 

La proteólisis fue determinada en 40 ul de sobrenadante, 

equivalente a 40,000 trofozoitos, o en SO ml de medio con - --
50,000 ó 100,000 amibas viables. Los sobrenadantes o trofozo! 

tos fueron incubados con 1 mg de substrato a 37°C por diferen­
tes perradas de tiempo en 1 ml de Tris-(hidroximetil)arninomet~ 

no (Tris), pH 7.5. La proteólisis se detuvo con 1 ml de ácido 
tricloroacético (10%) a 4ºC. Los tubos se centrifugaron a 2000 

x g por 7 min y el sobrenadante se leyó a 366 nm. 

Los resultados se graficaron como absorbencia contra tie~ 

po {donde el tiempo máximo fue de 80 min) • El porciento de -­
inhibici6n fue calculado para cada periodo como (a-b) x 100/a, 
donde "a 1

' es la cantidad de un producto (absorbencia en este -

caso) en la ausencia de inhibidor y "b" es aquella en presen-­

cia de inhibidor (Umezawa y Aoyagi 1977). Posteriormente se -
obtuvo el promedio de inhibici6n de todos los tiempos. 

Los inhibidores utilizados fueron: 

P-hidroximercuribenzoato (PHMB), N-etilmaleimida (NEM), -
iodoacetamida {IA), antipaina, aprotinina, ácido etilendiamin­

tetraacético (EDTA), ácido etilenglicol-bis(beta-amino-etile-­

ter) N,N -tetraacético (EGTA), leupeptina, pepstatina A, fluo­

ruro de fenilmetilsulfonilo (PM SF), inhibidor de tripsina de Sf!. 

ya (SBTI), N-alfa-p-tosil-L-lisina clorometil cetona (TLCK) , -­

N-tosil-L-fenilalanina clorometil cetona (TPCK) , y orto-fenan­

trolina (O-phe), de Sigma Chemical Co., (St. Louis, MO. USA); 

(N-(N-(L-3tans-carboxioxiran-2-carbonil)-L-leucil)-agmatina) -
(E-64), 
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(N-(alfa-L-rhamnopiranosiloxihidroxifosfonil)-L-leucil-L-trip­

tofán) (fosforamidón), de Boehringer Co., (Mannheim, Alemania) 

y alfa-2-macrogiobulina humana (a2m), purificada segGn el rn~t2 

do de Kurecki et al. (1979). 

Cuando las actividades proteolíticas se midieron a disti!!, 

tos valores de pH, se utilizó polvo de azur como el substra­

to en lugar de azocaseína, y se usaron las siguientes solucio­

nes amortiguadoras: citrato, fosfato y carbonato a O.OSM, para 

valores de pH 3-5, 6-8 y 9-10 respectivaemtne (Avila et al. --

1985) • 

IV. Coincubaciones 

Las ratas fueron estimuladas a Producir células peritone~ 

les con una inyección intraperitoneal de 6 ml de proteosa pep­

tona (Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA) al 12.5% en 

PBS-A. A los 3 ó 4 dias, las ratas se anestesiaron con eter -

y una vez dispuestas en una tabla quirúrgica se les inyectó i~ 

traperitonealmente de 15 a 20 ml de medio TYI-S-33 sin antibi~ 

tices (Diamond et a1·. 1978). Inmediatamente después las ratas 

fueron sometidas a un lavado peritoneal por masaje durante 5 -

min para desprender las células de las paredes del peritoneo, 

luego de lo cual se recuperó el medio con células a través de 

la aguja por expresi6n de la cavidad peritoneal. Las células 

fueron lavadas una o dos veces con 6 ó 7 ml de medio TYI-S-33 

fresco. Los eritrocitos contaminantes se eliminaron por medio 

de choques hipot6nicos. La población de macrófagos se enriqu~ 

ci6 por adhesi6n a cajas de Petri de vidrio durante 2 hr a 37° 

e, luego de las cuales se desechó con cuidado el medio y fue-­

ron desprendidos los macr6f agos con chorros de medio fresco a 

presión utilizando pipetas Pasteur. Posteriormente, se agreg~ 

ron O.OS ml de amibas a 0.95 ml de macrófagos peritoneales - -

(MPr) en una proporción aproximada de 50 MPr/amiba, con unas -

100,000 amibas por tubo Eppendorf. Las células se contaron y 
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su viabilidad se determinó por exclusión de azul Tripan. Para 

las coincubaciones en paquete, las células se centrifugaron a 

1500 rpm en una microfuga Beckman modelo 11, y el precipitado 

con medio se incubó por 2 hr a 37°C en el caso de E. histolyti 

~' y a temperatura ambiente en el caso de E. invadens. Para 

las coincubaciones de células en suspensión, se procedió dire~ 

tamente (sin centrifugación) a la coincubaci6n de los tubos. -

Al final de la coincubación, nuevamente fueron contadas las e! 

lulas y determinada su viabilidad. 

Tanto la fagocitosis como la muerte celular se calcularan 
corrigiendo para la cantidad de amibas y para la cantidad ini­

cial de MPr, obteniendo el porciento de células fagocitadas o 
lisadas por amiba: 

1) MPr fagocitados/amiba = 100 x (total MPr O hr - to-­

tal MPr hr) I (promedio amibas x total MPr O hr) 

2) % MPr muertos/amiba = 100 x (MP~ muertos 2 hr - MPr 

muertos O hr) / (promedio amibas x total MPr O hr) 

donde "total" se refiere a los totales promediados de un expe­
rimento y su duplicado, y el "promedio amibas" toma en cuenta 

los valores a las O y 2 hr: el número de amibas y su viabili-­
dad no cambiaron significativamente a lo largo ?e 2 hr con re~ 
pecto a las incubaciones de amibas sin MPr. Para calcular el 

porciento control de fagocitosis o muerte celular -en ausencia 
de amibas- se utiliz6 el número promedio de amibas de la coin­
cubaci6n correspondiente a ese control. A la fagocitosis neg~ 

tiva, ya sea en los tubos tratados con amibas o en los contro­
les, se le asign6 el valor de cero. Los valores netos de fag~ 

citosis o muerte celular se obtuvieron restando los valores -­
control a los experimentales. Para inhibir la fagocitosis ami 

biana se utiliz5 O(+) galactosa, de Sigma Chemical Ca., (St. -
Louis, MO. USA), y D(+) glucosa, de Merck Co. 
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V. Estadística 

Todos los resultados están expresados como el promedio ~ 
la desviaci6n estándar o el error estándar de la media. La -­

prueba "t" de Student para muestras desapareadas fue utilizada 
para determinar la significancia. 
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3 RESULTADOS 

3 .1 Proteinasas 

La tabla IV muestra el efecto de diferentes inhibidores so­

bre la actividad proteolítica de los lisados amibianos. Puede 

apreciarse que la mayor inhibici6n para ambos tipos de amibas 

fue propiciada por los inhibidores para proteasas de cisteína: 

entre 84 y 103% y con un promedio de 91\. Los inhibidores pa­

ra proteasas de serina inhibieron en menor grado entre O y 20% 

y con un promedio de 12%. El inhibidor específico para metal2 

proteasas (fosforamid6n) y para carboxiproteasas (pepstatina -

A), no tuvieron pr§cticamente ningún efecto inhibitorio sobre 

la actividad de ambos tipos de lisados. con inhibidores para 

proteinasas de cisteína y serina, y a2m, inhibidor de todas -­

las clases catalíticas, se obtuvo una inhibici6n de 71 a 109%, 

con un promedio de 88%, valores semejantes a los obtenidos con 

inhibidores de cisteina. 

Distintas concentraciones de agentes quelantes (EDTA, EG­

TA, y 0-fenantrolina) tuvieron efectos diferentes según el ti­

po amibiano (Tabla IV). Para reforzar este hallazgo, se exte~ 

di6 el estudio probando la sensibilidad de la actividad prote2 

lítica ante barridos de concentraciones de estos agentes y se 

obtuvieron patrones de prote6lisis diferenciales según el tipo 



Inhibidor(esl 

IA (2 mM) 
PHMB (1 mM) 
NEM (2 mM) 
E-64 (5.6 ug/rnl) 
E-64 (140 ug/rnl) 
SBTI (100 ug/rnl) 
PMFS (1 mM) 
Aprotinina (4 ug/rnl) 
Aprotinina (100 ug/rnl) 
Pepstatina A (1 ug/rnl) 
EDTA (2 mM) 
EDTA (20 mM) 
EGTA (2 mM) 
EGTA (20 mM) 
o-fen (2 mM) 
0-fen (15 mM) 
Fosforarnid6n (4 ug/rnl) 
Fosforamid6n (100 ug/rnl) 
TLCK (2 ug/ml) 
TLCK (50 ug/rnl 
TPCK (6 ug/ml) 
TPCK (150 ug/rnl) 
Antipaina (2 ug/rnl) 
Antipaina (SO ug/ml) 
PHMB (1 mM) + SBTI (100 
Leupeptina (50 uM) 
a2rn (5 rng/ml) 
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TABLA IV 

Clase de 
Proteinasa 
inhibida * 

e 
e 
e 
e 
e 

s 
s 
s 
carb 
rn 
m 
rn 
m 
rn 
m 
rn 
m 
c+s 
c+s 
c+s 
c+s 
c+s 
c+s 

ug/rnl) c+s 
c+s 
t 

' de Inhibici6n ± S.D. 

E. invadens E. histolytica 

103 + 2 (10) 92 + 5 
96+1{10) 92+2 
86 :¡: 9 (10) 84 :¡: 2 
89 + 6 (8) 86 :¡: 1 (8) 
96 :¡: o (2) 90 :¡: o (2) 
16 + 3 (10) 18 ± 9 

8 + 7 (10) o 
o + 2 (20) 3 + (20) 

20 + 2 14 ¡ 12 I 121 
-6 :¡: 9 (10) o 

8 :¡: 4 ( 30) 13 + 1 
31 + 6 140¡ 33_±:-13. 
-4 :¡: 3 ( 20) 17 + 4 

5 :¡: 2 (20) - -'22 -+"2 
-2 :¡: 2 (10) .33. :¡:: 9 (10) 
16 I 3 1101 11 +: 1 <101 
o + 3 (20) . - o :¡: 3" (20) 
2 :¡: 1 (2) :·e'' ·::o·:¡: 2 (2) 

:~ ~ ~ me.:; ~~ ~ ~ m) 
90 I 4 10r· · - · :6s + 4 <01 
93 + 3 (2) -. 91:+ o (2) 
64 :¡: 10 (20) 34 :¡: 4 (20) 
80 :¡: o (4)- 75 :¡: 1 (2) 
93 :¡: 3 (10) 109 :¡: 9 
71 :¡: 11 (10) 79 + 1 
90 I 2 110¡ 11 + 0 

• c=sisteina, s=serina, carb~carboxilo, m=metalo, t=todas 

Comparación entre E.histolytica y E. invadens en cuanto al efecto de varios ti­
pos de inhibidores de proteinasas sobre la actividad proteolítica de lisados -­
amibianos. La proteólisis y el % de inhibición se midió según lo especificado 
en Materiales y Métodos. El número dentro del paréntesis indica la cantidad de 
experimentos. Cada experimento representa un tubo control y un tubo tratado. 
Los datos que no presentan número de experimentos fueron tomados de Pérez-Mont­
fort et al. 1987. 
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de amiba (Figs. 4, 5 y 6). 

Como puede verse en la Figura 4, el EDTA aument6 la acti­

vidad proteolítica de E. histolytica hasta 2 mM, y para caneen 
traciones mayores produjo un efecto inhibitorio hasta alcanzar 

un nivel de aproximadamente 33% de inhibici6n a 10 mM. En ca~ 
bio, para E. invadens, EDTA tuvo un efecto inhibitorio casi -­

continuo hasta alcanzar un 31% de inhibición con una concentr~ 

ción de 20 mM (Fig. 4). 

En la Figura 5 se aprecia que el EGTA propició un efecto 

de activación continuo, pero variable, en los lisados de !.:.......:. 
histolytica; mientras que en E. invadens, el efecto del EGTA 

alcanzó un pequeño nivel de activación en las concentraciones 
de 2 a 3 mM, para luego inhibir ligeramente la proteólisis ha~ 
ta un 5% con 20 mM (Fig. 5). 

También el barrido de 0-phe produjo patrones de prote6li­

sis diferentes para cada tipo amibiano {Fig. 6). En el caso -
de E. histolytica, 0-phe propici6 un pico de inhibici6n máximo 

de 34% a 1 mM, y un pico de activaci6n máximo de -2% de inhib! 

ci6n a 4 mM, que sigui6 con una inhibici6n casi continua para 
terminar con un 11% a 15 rnM. El efecto general de 0-phe en -­

E. histolytica fue inhibitorio con un promedio de 12.5%. En -
cuanto a E. invadens, 0-phe produjo dos picos de activaci6n, -

uno de -7% a 3 mM y otro de - 10% a 10 mM, además de un pico -
inhibidor de 7% a 7.5 mM. a partir de 10 mM, o-phe inhibi6 sQ 

bitamente la proteólisis de E. invadens, hasta llegar a un má­

ximo de 16% a 15 mM (Fig. 6). En E. invadens, el efecto gene­
ral de la O-he fue de activaci6n, con una inhibici6n promedio 

de -3.3%. 

E. invadens mostró consistentemente una actividad sobre -

azocaseina superior a la de E. histolytica (Figura 7). En pr~ 

medio, E. invadens mostr6 una actividad proteolítica de 0.72 ~ 



FIGURA 4 

20 % de Activacion 

Concentraci.on de EDTA (llln) 
Efecto de diferentes concentraciones de EDTA sobre la actividad proteol!tica de lisados amibianos. La ac 
tividad proteol!tica y el % de inhibición se midió como se especifica en Materiales y Métodos. El % de = 
activación .. % de inhibición x -1. (•) E. histolytica; (o) E. invadens; (!) representa la desviación es-­
téndar, El número dentro del paréntesis indica la cantidad de experimentos. Cada experimento representa 
un tuba control y un tubo tratado. Los datos para E. histolytica fueron tomados de Pérez-Montfort et al. 
1987. 



FIGURA S 

20 % de Adivacion 

o 1 2 . J 4- 5 20 

Concen trac1ón de EGTfl (rnf'\) 

Efecto de diferentes concentraciones de EGTA sobre la actividad proteol!tica de Usados amibianos. La -
actividad proteol!tica se midió como se especifica en Materiales y Métodos. El % de activación • % de -
inhibición x -1. (•) E. histolytica¡ (o) E. invadens; (!) representa la desviación estándar. El número 
dentro del paréntesis indica la cantidad de experimentos. Cada experimento representa un tubo control y 
un tubo tratado. Los datos para E. histolytica fueron tomados de Pérez-Montfort et al. 1987. 
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FIGURA 6 

Conce.ntracion de 0-fenanüaolina 
Efecto de diferentes concentraciones de 0-fenantrolina sobre la actividad proteol!tica de lisados amibianos. 
La actividad proteol!tica se midió como se espe-cifica en Materiales y Métodos. El % de activación • % de -­
inhibición x -1. (•) E. histolytica¡ (o) E. invadens; (1) representa la desviación estándar. El número de -
experimentos para cada concentración fue de 10, donde cada experimento representa un tubo control y un tubo 
tratado. 
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E.i E.h 
Actividad proteol!tica de varios lisadoe amibianos medida a los 80 min. La actividad preoteoU:tica se 
determinó como se especifica en Materiales y Métodos. (E.i) E. invadens; (E.h) E. histolytica. (n) -
representa el número de experimentos por duplicado (1) representa el error estándar. 
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0.13 (S.D. del promedio, equivalente a S.E.) ua,. mientras que 

la actividad promedio de E. histolytica fue de 0.27 ± 0.07 ua; 

en otras palabras, la actividad de E. histolytica fue en prom~ 
dio 62.5% menor que la de E. invadens. Asimismo, la prote6li­

sis de E. histolytica con respecto a E. invadens fue menor en 

dos fuentes distintas de proteinasas (lisados y trofozoitos eQ 

teros), en dos parámetros difcrc~tes medidos usando la misma -
fuente (nOmero de amibas y cantidad de proteína) , y en dos va­

lores distintos del mismo par~metro (número de amibas) (Tabla 

V). 

En el laboratorio también se analizaron comparativamente 

otras características bioquimicas de las proteinasas de ambos 

tipos amibianos. Se hizo una comparaci6n de la dependencia -­

del pi, en la actividad proteolítica de los lisados amibianos -
en polvo de azur (Fig. 8}, y mostr6 que tanto la actividad -­

proteol1tica en el pH 6ptimo as1 como aquella a pHs mayores, -

es significativamente mayor para E. histolytica (pH 5ptimo de 

6) que para E. invadens (pH 6ptimo de 5). De pH 4 a 5, la ac­

tivación es similar para ambos lisados. Con el aumento de tefil 

peratura (Fig. 9}, la actividad proteolitica de ambos tipos de 

lisados se incrementó progresivamente y de manera similar has­

ta un m&ximo de actividad a los 60°C. A partir de este punto, 
la proteólisis se inhibió en mayor grado para E. invadens. 

En cuanto al número y peso de las proteinasas, la Figura 

10 muestra un zimograma representativo de los lisados amibia-­
nos para el que se utiliz6 la técnica de electroforesis en gel 

substrato (P~rez-Montfort et al. 1987, Ostoa-Saloma et al. - -

1989a). Puede apreciarse que los patrones de hidr6lisis son -

muy distintos: E histolytica muestra seis zonas de hidrólisis 

con PMs aparentes de 66, 58, 42, 31,' 28, y 23 x 103 Kd (Fig. 

10, barra B); mientras que E. invadens muestra sólo dos zonas 

con PMs aparentes de 52 y 45 x io 3 Kd (Fig. 10, barra A). 
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TABLA V 

Comparación de la Actividad Proteolttica de Lisados 

y Trofozoitos Amibianos 

Fuente de 
Proteinasas 

Misma cantidad de 
amibas en lisado: 
40,000 

Misma cantidad de 
prote!na en lisado: 
19.42 rng/rnl 

Misma cantidad de 
trofozoitos via-
bles: 50,000 

Misma cantidad de 
trofozoitos via-
bles: 100,000 

E. histolytica E. invadcns 

0.214 .:!: 0.053(10) 0.347 .:!: 0.085(10) 

0.126 .:!: 

0.039 .:!: o • 

0.056 .:!: 

1001-(E.eis. 
if"TiiíJ\ 

B. invadens 

38.3 % 

Comparación de la actividad proteol!tica de Usados y trofozoitos de E invadens 
y E. histolytica. La digestión de azocaseina se midió como se especifica en M!, 
teriales y Métodos. Los resultados se presentan como la absorbencia promedio + 
el error estándar. El número dentro del paréntesis indica la cantidad de expe= 
rimentos donde cada uno representa un tubo control y un tubo experimental. La 
cantidad de proteína se determinó por la reacción de Biuret, 
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Comparación de la dependencia de pH de la actividad proteol!tica en lisados de E, histolytica (o) y ~ 
invadens (A). Es substrato utilizado para la digestión en est:os ensayos fue polvo de azur (Avila et -
ar:-I'9'85). Los experimentos para obtener los datos de esta figura fueron realizados por Pedro Ostoa -
Saloma. 
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TEMPERATURA (ºC) 
Comparación de la dependencia de temperatura de la actividad proteolítica en lisados de E. histolytica (o) 
y E. invadens (•). Los ensayos se realizaron a pH 7.5 por 30 min. Los experimentos para obtener los da-­
tos de esta figura fueron realizados por Laila Gutiérrez Kobe. 
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FIGURA 10 

s 
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"' 66 1 o 
X 45 
L. 

:E: 31 

22 
F _j 

Zimograma de un gel sobre el que los lisados de 20, 000 amibas fueron anal! 
zados. (A) E. invadens y (B) E. histolytica. El gel substrato contenía= 
gelatina. S marca el final del gel acumulador, y F es el frente de tinta. 
El zimograma fue realizado por Pedro Ostoa Saloma. 
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3.2 Acci6n Citot6xica ~· 

La tabla VI muestra una comparación de los resultados de 

las coincubaciones del sistema amiba-MPr realizadas bajo dos -
condiciones distintas: en suspensión o sin centrifugación, y -

en paquete o con centrifugación de las células. Tres puntos -

importantes pueden deducirse de la Tabla VI: 1) los valores P~. 

ra fagocitosis y muerte celular obtenidos con coincubaciones -

en paquete son de 2 a 6 veces mayores que los obtenidos con -­

coincubaciones en suspensión para cada tipo de amiba; debido a 

esto, las subsiguientes coincubaciones se realizaron en paque­
te. 2) Independientemente de la forma en que se realizó la -­
coincubaci6n y del tipa amibiano, los valores de fagocitosis -

son siempre mayores que los de muerte celular; y 3) la fagoc! 
tosis de E. histolytica es siempre mayor que la de E. ínvadens. 

La figura 11, muestra una comparación de muerte celular y 

fagocitosis respectivamente, entre coincubaciones amiba-MPr e 
incubaciones de MPr solos, para cada tipo de amiba. Puede no­
tarse que finicamente para la fagocitosis, las coincubaciones -

aumentaron significativamente en cornparaci6n con sus respecti­

vos controles. cuando se compararon los valores netos (experi 

mentales - controles) de la fagocitosis y muerte celular ami-­
bianas {las siguientes tablas y figuras se refieren a los val2 

res netos}, se vio que la fagocitosis es consistentemente ma-­

yor que la muerte para todas las amibas, pero sólo es signifi­

cativamente mayor en las variantes de E. histolytica (Tabla -­
VII). Para el caso de E. histolytica no virulenta {No-AH), la 

muerte celular es un 8% del valor de la fagocitosis, y la mue~ 
te celular de E. histolytica virulenta (AH) es un 11% de la f~ 

gocitosis. En cambia, la muerte celular de E. invadens es un 

47% del valor de su fagocitosis. La muerte neta de todos los 

tipos amibianos fue prácticamente la misma1 asimismo, los val2 

res de fagocitosis neta de E. histolytica virulenta y no viru­

lenta no variaron entre sí significativamente. No obstante, -



Amiba 

E. histol~tica 

E. invadens 

TABLA VI 

Comparaci6n de coincubaciones del sistema Amiba-MPr 
realizadas en suspensión y en paquete 

Coincubaciones en Suspensi6n 
Muerte ± S.E. Fag. ± S.E. 

0.02 ± o.os O.JO ± 0.07 

(34) (34) 

0.04 .to.os 0.15 .t 0.04 

(35) (35) 

Coincubaciones en Paquete 
Muerte ± S.E. Fag. ± S.E. 

0.012 ± 0.09 l.SB .t 0.22 

(10) (10) 

0.16 .t 0.14 0.34 .t 0.13 

(10) (10) 

Comparación de coincubaciones del sistema amiba-MPr realizadas en suspensión y en paquete. Las coincuba 
cienes se llevaron a cabo como se indica en Materiales y Métodos. Los resultados de estos experimentos_ 
se p!'t!sentan como % 1 amiba +el error estándar (S.-E.), y representan los valores netos: valores experi­
mentales valores control, ET número dentro del paréntesis indica la cantidad de experimentos por dupli­
cado realizados para las coincubaciones experimentales. Los resultados de E. histolytica pertenecen a -
la variante No-AH. 
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AH 

No-AH 

E.i 

TABLA VII 

Comparaci6n de la Muerte Celular y la Fagocitosis Netas de 
E. histolytica y E. Invadens 

Muerte Celular Fagocitosis 
Amiba (1 MPr muertos/amiba) (% MPr fagocitados/amiba) 

0.15 .± 0.15 ad 1.38 .± 0.07 b 

0.12 .± 0.09 ad 1.58 .± 0.22 b 

0.16 .± 0.14 ad 0.34 .± 0.13. c 

a No significante comparado con los otros valores de muerte celular. 

b No significante comparado con la fagocitosis de la otra variante. 
c Significante comparado con la fagocitosis de AH (p :=; 10-

6
) y No-AH (p< 1.33 io-4¡ 

d Significante comparado con la fagocitosis de ambas variantes de E. histolytica 
(p 4xlo-5), y no significante comparado con la fagocitosis de E. invadens. 

Comparación de la muerte celular y la fagocitosis netas de E. histolytica y E. invadens. Las concubaci~ 
nea se realizaron como se especifica en Materiales y Métodos. Los resultados son los valores netos (va­
lores experimentales - valores control) y se presentan como % / amiba + el error estándar. AH y No-AH -
son las dos variantes distintas de E. histolytica utilizadas en este trabajo; E.i es E. invadens. 
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la fagocitosis de ambas variantes de E. histolytica fue signi­
ficativamente mayor que la de E. invadens (Tabla VIII • 

La galactosa (Gal) y la glucosa (Glc) son carbohidratos -

que inhiben lectinas superficiales de E. histolytica que inteE 
vienen en la muerte celular y la adherencia (Ravdin y Guerrant 
1981, Ravdin et al. l98Sa, Ravdin l988b, 1989a, Ravdin et al. 

l989b, Orozco et al. l982b ye, Gitler y Mirelman 1986, Petri -
Ravdin 1987). Las Tablas VIII y IX muestran el efecto de es-­
tos azúcares sobre la muerte celular y la fagocitosis netas -­

respectivamente para el sistema amiba-MPr al usar coincubacio­
nes en paquete. En cuanto a la muerte celular, se aprecia que 
no existieron diferencias significativas entre los valores de 

cada tipo de amiba, y entre los valores para E. histolytica y 

E. invadens (Tabla VIII). En cambio, la fagocitosis si sufrió 
cambios importantes según el del tipo de azdcar y de amiba: la 

Gal (4%) ejerci6 una inhibición total en la fagocitosis de ~ 
histolytica, mientras que la Glc (4i) ejerció una inhibici6n -
parcial no significativa. Para E. invadenS, la Gal (4%) s! -­

ejerci6 una inhibición parcial significativa de un 75% {Tabla 
IX). 

En la Figura 12 se muestran dos micrografías representati 

vas de las coincubaciones de E. histolytica con MPr a las 2 hr 
sin o con Gal (4\). Se aprecia que sin Gal algunas amibas son 
capaces de fagocitar una gran cantidad de rnacr6fagos, sin im-­

portar si est&n vivos o muertos (Fig. 12A). En experimentos -
adicionales, se ha visto en coincubaciones con una mayoria de 

macr6fagos muertos, que E. histolytica los fagocita con la mi~ 
ma efectividad con que fagocita rnacrófagos vivos (datos no mo~ 

trados). En estas coincubaciones sin inhibidor, sin embargo,­

no todas los trofozoitos fagocitan de la misma manera, incluso 
algunos ni siquiera fagocitan (datos no mostrados). Con Gal -

(4\I a las 2 hr, (o de manera equivalente a las O hr sin Gal) 
los trofozoitos no contienen macrófagos intracelulares fFig. -
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TABLA VIII 

Efecto de Gal y Glc sobre la muerte de MPr por amibas 

Tipo l\Jllibiano 
Muerte ge MPr I' MM/Am) ± S.E. 
Control Gal (01 Glc (0) 

E. histolytica 0.10 + 0.06 0.14 .±. o.os 0.11 .±. 0.04 

N.S. 
b-

(n=7) N.S. (n=8) N.S. (n=8) 

E. invadens 0.10 .±. 0.04 0.06 .±. 0.03 0.14 ± 0.09 

N.S. (n=9) N.S. ln=7J N.S. (n=6) 

a. Control negativo: sin azúcares. Promedio de controles apa­
reados: hechos sirnult§neamente en los ensayos con azúcares. 

b. N.S.: no significativa la diferencia entre este promedio y 

todos los dem&s valores. 

Efecto de Gal y Glc sobre la muerte de MPr ejercida por E. histolytica (AH) 
Y E. invadens. Las coincubaciones se realizaron como se describe en Mate­
riales y Métodos, e>:cepto que al medio de incubación se agregé> una concen­
tración de 4% de carbohidrato. Los valores netos se presentan como % MPr 
muertos/amiba (% MM/Am) y se calcularon como se especifica en Materiales y 
Métodos. El número dentro del paréntesis indica la cantidad de experimen­
tos por duplicado realizados para las coincubaciones experimentales. S. E. 
es el error estándar de la media. 
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TABLA IX 

Efecto de Gal y Glc sobre la fagocitosis de MPr eor amibas 

Tipo amibiano 

E. histolytica 

E. invadens 

Fagocitosis (\ Pag/Am) + S.E. 
~ ~ "Glc!4•1 

l.20 ± 0.22 

(n=7J 

0.44 ± 0.12 

(n=9J 

o + o 
•p:lxl0-4 

(n=BI a 

0.20 ± 0.09 

0.89 ± 0.14 

*N.S. (n=BJ 

#p<0.03 

0.10 ± 0.07 

*N.S. (n=71 *p<0.05 (n=6J 

a. n= Nllmero de experimentos por duplicado para las-coincuba-­
ciones experimentales. 

con respecto a su respectivo control. 

con respecto al control del otro tipo amibiano. 

Efecto de Gal y. Glc sobre la fagocitosis de MPr ejercida por E. histolyti­
ca (AH) y E. invadens. Lns coincubaciones se realizaron como se describe 
eñ Materinles y Método&, excepto que al medio de incubación se agregó uno. 
concentración de 4% de carbohidrato. Los valores netos se presentan como 
~ MPr fagocitados/.omiba (% Fag/Am) y se calcularon como se: especifica en -
Materiales y Hetodos~ S.E. es el error estándar de la media. 
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12B); no obstante, en las coincubaciones con Gal· (4%), algunas 

pocas amibas fagocitan ocasionalmente uno o dos macr6fagos (d~ 

tos no mostrados) • También puede apreciarse claramente en las 
micrograf1as que la mortalidad de los macr6fagos a las 2 hr es 

escasa y que no se incrementa significativamente con respecto 

a la mortalidad a las O hr (Fig. 12A y B), lo que apoya los -

resultados de la Figura 11. 

Cuando los macr6fagos o los trofozoitos de E. histolytica 
se preincubaron 30 min o m&s con Gal {4%) para luego coincu-­

barse por 2 hr sin el inhibidor, el porcentaje de muerte celu­

lar no cambi6 significativamente con respecto al control nega­

tivo (Tabla X), lo que confirma los resultados de la Tabla - -
VIII. Pero, es interesante que la fagocitosis tampoco cambi6 -

significativamente cuando los macr6fagos o trofozoitos se pre­

trataron con Gal {4%) , lo que indica el requerimiento continuo 

del carbohidrato en el medio para ejercer su efecto sobre la -
fagocitosis (Tabla X). 

La Figura 13 muestra la sensibilidad de la fagocitosis n~ 

ta en E. histolytica ante distintas concentraciones de Gal; -­
desde Gal (1%), que no mostr6 efecto alguno, hasta Gal (4%), -

que inhibi6 la fagocitosis totalmente. Es notorio que la cur­

va de inhibici6n resultante es semejante a una curva de inhib! 

ci6n por competencia {Fig. 13A). La fagocitosis de E. inva-­
dens en cambio, se inhibe totalmente con Glc (10\), pero puede 

notarse que ~sta se inhibe de manera proporcional a la canti-­
dad de inhibidor agregado (Fig. lJB). 
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TABLA X 

Pretratam.iento con Gal jU) a MPr o amibas 

condiciones deª \ MM/llm ' Fag/ltJD N6mero 
preincubaci6n + S.B. .:!:..J!..:Jh._ de exp. 

Control (+)b 0.14c oc l 

Control (-) 0.12 ±. 0.13d l. 24 ±. 0.14 2 

llmibas (+) o.os ±. o.os l.S7 ±. 0.23 
N.S. N.S. 

Macr6fagos (+) 0.12 ±. o.os 1.80 ±. 0.34 
N.S. N.S. 

a. Las c~lulas se preincubaron :!: 30 min. 
b. (+) con Gal (4%), (-) sin Gal (4%) durante la preincubaci6n. 

c. Sin S.E. porque s6lo se realiz6 un ensayo. 
d. Las comparaciones se realizaron con respecto a los datos del 

control negativo. 

Pretratamiento con Gal (4%) a MPr o E. histolytica (AH) y efecto sobre la 
acción citotóxica amibiana. Las coincubaciones se llevaron a cabo como se 
indica en Materiales y Métodos, excepto que las amibas o los MPr se prein­
cubaron con Gal (4%) antes de las coincubaciones. Los resultados netos de 
las coincubaciones se presentan como % MPr muertos/amiba (%MM/Am) y % MPr 
fagocitados/amiba (% Fag/Am) ±el error estándar (S.E.). 
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FIGURA 13 

El efecto de Gal y Glc sobre la fagocitosis neta de E. hlstohtica y !:.....!!!. 
~· Las coincubaciones se realizaron como se describe en Materiales y 
Métodos, excepto que al medio de incubación se agregó una concentración de 
4% de carbohidrato, Los valores netos se presentan como % MPr fagocitados/ 
amiba y se calcularon como se especifica en Materiales y Métodos. (A) ~ 
histolytica, variante AH; (B) E. invadens. Los resultados representan la 
media:!:: el error estándaC'. 
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4 DISCUSION 

4.1 Proteinasas 

I. Similitudes 

A) Algunos trabajos previos mostraron que la clase catal! 
tica principal de E. histolytica (Tabla III) y de E. invadens 
(Avila et al. 1985) es de cisteina. Los resultados de este -­
trabajo confirman que las tiolproteinasas conforman la mayor -
parte de las proteinasas de ambos tipos amibianos, ya que los 
inhibidores especificas para esta clase abatieron entre un 80 
y 100% la actividad proteolitica (Tabla IV). La clase catali­
tica de serina es la que le sigue en impor~ancia, ya que inhi­
bi6 la proteolisis de ambos tipos de lisados entre un O y un -
20% (Tabla IV). Aunque rnetalo y carboxilproteinasas han sido 
reportadas para E. histolytica (Tabla III), con la resoluci6n 
del m~todo utilizado en el presente trabajo no pudieron ser d~ 
tectadas actividades correspondientes a estas clases catal!ti­
cas, probando el fosforamid6n y la pepstatina A como inhibido­
res específicos respectivamente (Tabla IV). 

Los agentes quelantes inhiben las metaloproteinasas que-­
landa cationes divalentes necesarios para éstas. Estos agen-­
tes inhiben totalmente las metaloproteinasas a concentraciones 
de 1 a 2 mM, en las cuales, la mayoría de los quelantes usados 
no tuvieron un efecto inhibitorio sobre la proteolisis ami-­
biana (Figs. 4, 5 y 6). No es posible que las inhibiciones 
observadas para E. invadens con EDTA (Fig. 4) y para E. histo­
lytica con o-phe (Fig. 6) a concentraciones de 1 a 2 mM, se d~ 
ban a efectos sobre metaloproteinasas; ya que el fosforamidón, 
inhibidor específico para metaloproteinasas (Barrett 1977, Um~ 
zawa y Aoyagi 1977), no tuvo efecto alguno sobre la proteóli--
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sis a dos concentraciones probadas (Tabla IV), lo que indica -

que de existir, las metaloproteinasas amibianas contribuyen 

muy poco a la prote6lisis como para observar una inhibici6n en 

ausencia de su actividad. Asimismo, las activaciones a las -­

concentraciones de 1 a 2 mM, no se deben a que los agentes ha­

yan quelado cationes oxidantes que inhiban las tiolproteinasas, 
promoviendo así un efecto protectivo, ya que las inhibiciones 

arriba mencionadas {Figs. 4 y 6) constatan que no hubo una ac­
tivación generalizada. Adem§s de lo anterior, tanto las inhi­
biciones como las activaciones continuan en ausencia de catio­
nes divalentes, es decir a concentraciones de quelantes supe-­
rieres a 2 mM (Figs. 4, 5 y 6). Por lo tanto, se puede con- -
cluir que l} tanto E. histolytica como E. invadens no poseen -
metaloproteinasas o las poseen en cantidades muy pequeñas; es­
to concuerda con el hecho de que sólo se ha reportado una met~ 
loproteinasa (colagenasa} como tal en E. histolytica (sección 

1.3.IV). Y2), los efectos de los agentes quelantes, son prob~ 
blemente efectos no-específicos sobre las proteinasas de cis-­
teína y de serina de ambos tipos de amibas. 

Con la utilización de inhibidores para dos clases catalí­
ticas, cisteína y serina, y a2M, inhibidor de todas las cla-­
ses cataliticas, se confirma nuevamente que las tiolproteina-­
sas conforman la clase catalítica principal tanto de E. histo­

lytica como de E. invadens, ya que inhibieron de manera seme-­
jante a como lo hacen los inhibidores de cisteína (Tabla IV}. 
La razón por la que la antipaína y la leupeptina, inhibidores 
para las dos clases cataliticas, inhibieron menos que aquellos 

para cisteína se desconoce, pero es probable que se deba a una 
menor afinidad del inhibidor por las distintas proteinasas. 

B) La segunda similitud se refiere al hecho de que ambos 
tipos de proteinasas se activaron de manera similar a pH 4 y a 
pH 5 (Fig. 8) . 

C} La tercera similitud consiste en que tanto las protei­
nasas de E. histolytica como las de E. invadens se activaron -
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de forma similar ante el incremento de la temperatura de 20 a 

60ºC, para llegar ambas a un m&ximo de actividad a los 60ºC 

(Fig. 9). 

II, Diferencias 

A) Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran -­

claramente, que las proteinasas de E. histolytica reaccionaron 
de manera significativamente diferente a las de E. invadens ªE 
te varias concentraciones distintas de tres agentes quelantes 
(Tabla IV y Figs. 4, 5 y 6). 

B) La actividad proteolítica de los lisados y de los tro­
fozoitos de E. invadens sobre la azocaseína, fue consistente-­
mente mayor que la de E. histolytica para el mismo número de -
amibas (Fig. 7 y Tabla VJ. En los lisados lo anterior result6 
ser igualmente cierto para la misma cantidad de proteína {Ta-­
bla V) • Se puede deducir del tamaño y número de las &reas de 
hidrólisis en el zimograma de ambos tipos de lisados (Fig. 10), 
que E. invadens no contiene una cantidad mayor de proteinasas 

que E. histolytica, sino al contrario. Por lo tanto, ~ 

~ debe poseer una o más proteinasas distintas de las de !.:._ 

histolytica, que sean m&s aptas para degradar azocase!na. 

C) Las curvas de dependencia de pH de lisados amibianos -

mostraron claramente patrones diferentes para cada tipo de am! 
ba a partir de pH 5 a pH 10. Las proteinasas de E. histolyti­

~ demostraron una eficiencia significativamente mayor a pH -­
neutro y b&sico (Fig. 8 J • 

D) Las proteinasas de E. histolytica mostraron ser m&s r~ 

sistentes a temperaturas arriba de los 60ºC que las proteina-­
sas de E. invadens (Fig. 9). La estabilidad de la actividad -­

proteol!tica en lisados de E. histolyt:ica podr!a deberse a que 

la proteinasa de bajo PM aislada de ente tipo de amiba (fue -­
parcialmente purificada y pesó 21 Kd} funciona óptimamente a -

SSºC (Scholze y Werries 1984}. Esta enzima podria correspon--
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der a alguna de las tr~s Z?naS de "hidi6lisis de PM bajo obser­

vadas en los zimogramas obtenidos para E. histolytica en nues­

tro laboratorio (Fig. 10, barra B). En E. invadens, en cambio, 
no se observa ninguna:proteinasa de bajo PM (Fig. 10, barra A), 

lo que correlaciona con una r§pida desnaturalizaci6n a partir 
de los 60ºC (Fig. 9). 

E) Las diferencias en cuanto a número y pe&os moleculares 
entre las proteinasas de E. histolytica y E. invadens son con­

cluyentes: mientras que E. histolytica posee proteinasas de PM 

bajo, intermedio y alto {Fig. 10, barra B}, E. invadens sólo P2. 

see proteinasas de PM intermedio (Fig. 10, barra A). Los PM de 

las proteinasas de E. histolytica en los zirnogramas correlaci2 
nan con los PM de las tiolproteinasas estudiadas hasta la fe-­

cha (Tabla III) . Esto se ve apoyado por experimentos adicion~ 

les en nuestro laboratorio, en los que la presencia de inhibi­
dores de proteinasas de cisteína aborta la hidrólisis en el 

gel sustrato, lo que demuestra que las especies moleculares en 

los zimogramas son en efecto tiolproteinasas en su mayoría. 

Dado todo lo anterior, se puede concluir que aunque las -

principales clases catalíticas de E. histolytica y E. invadens 

son de cisteina, existen diferencias cualitativas entre las -­
tiolproteinasas de ambos tipos amibianos. Es posible que es-­

tas diferencias pudieran estar relacionadas, de alguna manera 

aun no determinada, con la capacidad lítica diferente que am-­

bos tipos de parásitos tienen sobre tejidos de reptiles y mam! 
feros. 

4.2 Acción Citotóxica In Vitre 

I. La Fagocitosis como Mecanismo de Daño 

Los resultados obtenidos con la t~cnica de coincubaciones 

aplicada al sistema amiba-MPr, sugieren que tanto en E.histoly 
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tica como en E. invadens la fagocitosis es el proceso agresor 

principal sobre células MPr in vitre, ya que los valores prom~ 

dio de la fagocitosis siempre resultaron ser mayores que los -

de la muerte celular (Tablas VI, VII y Fig. 11). Además, el -

porciento de muerte promovida por dos variantes de E. histoly­

tica y por E. invadens en coincubaciones con MPr, no se incre­

ment6 significativamente con respecto a la muerte ocurrida en 

incubaciones de MPr solos (Figs. 11 y 12); lo que si sucedió -

en el caso de la fagocitosis (Figs. 11 y 12). Si ambos tipos 

de amibas no ejercen una muerte significativa en este sistema, 

es de esperar que la actividad de muerte celular neta no cam-­

bie ante medios distintos; lo cual, fue en efecto observado al 

utilizar medio natural, con Gal {4%), y con Glc (4%) (Tabla -­

VIII y Fig. 12). Los estudios hechos previamente con~ 

lytica mostraron que la fagocitosis es asimismo el principal -

mecanismo de daño amibiano ejercido in vitre sobre células CHO, 

en los que la muerte celular neta fue de 8% {Ravdin y Guerrant 

1981) a 29% (Ravdin et al. 1980) del valor de la fagocitosis; 

esto se parece al 8-11% de muerte celular con respecto a la f~ 

gocitosis obtenidos en este trabajo para E. histolytica No-AH 

y HA respectivamente {Tabla VII): en ambos casos la fagocito-­

sis ocurrió en un grado mucho mayor. Más aún, mientras GalNac 

(4%) inhibió totalmente la muerte celular, la fagocitosis pudo 

continuar en un 50% del valor control sin GalNac (Ravdin y Gu~ 

rrant 1981). Sin embargo, es importante señalar que no todos 

los trofozoitos de ambos tipos de amiba fagocitan por igual a 

lo largo de una coincubaci6n, e inclusive algunos ni siquiera 

fagocitan (datos no mostrados), lo que confirma lo reportado -

por Orozco et al. de que la cepa HMl:IMSS es altamente hetero­

génea e incluye trofozoitos con alta, media y baja tasa de fa­

gocitosis (Rodríguez y Orozco 1986). 

La acción t6xica amibiana pudo haber operado también, ya 

que en algunas coincubaciones se observó que los macróf agos se 

arrugaron y encogieron, lo cual no ocurrió con los macrófagos 
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control en ausencia de amibas (datos no mostrados y no apreci~ 

bles en la Fig. 12). Una explicaci6n alterna a este fen6meno, 
el cual ya ha sído observado (Ravdin l989a) , podria relacionaE 

se con la implementaci6n en los macr6fagos de un proceso de v~ 

siculaci6n que los hace resistir las citotoxinas amibianas - -

(ver secci6n 1.3.Vl. 

II. Receptor Principal de la Fagocitosis 

Tanto la fagocitosis corno la muerte celular por amibas a~ 

mentaron cuando se increment6 el contacto entre la amiba y el 

MPr por medio de la centrifugaci6n (Tabla VI). Esto correla-­

ciona con las pruebas de que dichas interacciones dependen de 

receptores especificas sobre la superficie de la amiba que - -
unen s6lidamente ligados superficiales de la célula blanco -­

{secciones 1.3.I-III). Estudios preeliminares sugieren que la 

fagocitosis amibiana depende de la lectina Gal/GalNac: 1) tan 

to la fagocitosis (Orozco et al. 1982a, 1988, Rodriguez y Oro.!_ 

ca 1986, Vargas et al. 1990) cama la lectina Gal/GalNac (Rav-­
din et al. 1988a, Ravdin 198Bb, Petri y Ravdin 1987, Gitler y 

Mirelman 1986) correlacionan con la virulencia amibiana. 2) -

En coincubaciones de amiba-célula CHO, el monosac&rido GalNac 

(4%) inhibi6 SOi la fagocitosis amibiana (Ravdin y Guerrant --
1981). 3) La ingesti6n amibiana de mucinas purificadas de co­

lon de rata, depende de su previa adhesión a la superficie me­

diada por la lectina Gal/GalNac (Chadee et al. 1988). Las re­

sultados de las coincubaciones en presencia de Gal, demuestran 

que el receptor específico principal de la fagocitosis en ~ 

histolytica es la lectina Gal/GalNac descrita por Ravdin (Rav­

din y Guerrant 1981, Ravdin et al. 1988a, 1989b, Ravdin 1988b, 

1989a, Chadee et al. 1988, Petri y Ravdin 1987, Gitler y Mire.!_ 

man 1986) , ya que bajo las mismas condiciones experimentales -
utilizadas por Ravdin (Ravdin y Guerrant 1981), Gal {4i), que 

se une específicamente a dicha lectina (Ravdin y Guerrant 1981, 

Ravdin et al. l988a, 1989b, Ravdin 1988b, 1989b, PetriyRavdin 
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1987)- inhibi6 totalmente la macrofagocitosis (Tabla IX y Fig. 
12). La presencia continua de Gal se requirió para ejercer la 
inhibici6n, ya que el lavado, del MPr o de las amibas pretrat~ 
das con Gal (~ 30 min), en medio fresco sin el carbohidrato -­
abrog6 completamente su efecto inhibitorio (Tabla X) • Este h~ 
cho sugiere que la lectina Gal/GalNac es continuamente endoci­

tada y reciclada, y que de esta manera la superficie arnibiana 

se limpia de moléculas de Gal; lo que ubica a dicha lectina c2 
mo un receptor adecuado para la fagocitosis amibiana, pues en­
docitosis y reciclaje son procesos celulares que corresponden 

y se esperan de cualquier receptor de fagocitosis. Adem&s, -­
Gal (4%) inhibió en un alto grado la fagocitosis de eritroci-­
tos de rata en una relaci6n de 300 eritrocitos/amiba (datos no 
mostrados); y Gal 45 mM inhibió el 50% de la eritrofagocitosis 

amibiana (I. Montfort, comunicaci6n personal). 

M~s aún, la inhibición de la fagocitosis de E. Histolyti­

f.! a lo largo de diferentes concentraciones de Gal fue de man~ 
ra saturable y curvilinear, lo que implica competencia de las 

moléculas de Gal por sitios de uni6n sobre la amiba, que ejer­
cen de esta manera una inhibici6n de la fagocitosis por medio 
de la disminuci6n de la uni6n molecular entre la amiba y el -­

blanco (Fig. 13 A). Este resultado demuestra que el proceso -
de fagocitosis en E. histolytica est& mediado por un sistema -

de receptores que une especificamente residuos de Gal. Un es­
tudio anterior muestra que la inhibición de la adherencia de -

E. Histolytica por medio de varias concentraciones de Gal re-­
sulta en una curva de competencia inhibitoria similar (Ravdin 
y Guerrant 1981), lo que confirma que ambos procesos en~ 

tolytica están mediados por la lectina Gal/GalNac (Fig. 14). -
La fagocitosis, en comparación con la adherencia, comienza a -

ser sensible al efecto del carbohidrato a partir de una canee~ 
traci6n diez veces mayor; esto probablemente se debe a que a -

37ºC la movilidad de las lectinas incrementa la adherencia (EQ 
man et al. 1987, Long Krug y Ravdin 1988), y el elevado recam-
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Efecto del pegado molecular sobre la adherencia y la fagocitosis de E. histolytica. (e) Adherencia: sist!_ 
ma HMl:IMSS-célula CH0 1 relación 1:20 1 coincubaciones en paquete en medio TYI a 4ºC por 2 hr (Ravdin y Gu.!:_ 
rrant 1981). (o) Fagocitosis: sistema HMl:IMSS-MPr, relación 1:50, coincubaciones en paquete en medio TYI 
a 37ºC por 2 hr (de la Fig. 13 A). 
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bio membranal de la amiba le permite eliminar part1culas adhe­
ridas y reexponer sus antigenos superficiales (Gitler y Mirel­

man 1986). No obstante, a partir de Gal (0.10%), la caída de 

la fagocitosis comienza a igualar a la caida de la adherencia, 
posiblemente debido a que el sistema se va saturando, hasta -­

llegar a la inhibici6n total a 4% de Gal, concentraci6n menor, 

inclusive, que la necesaria (6%). para inhibir la adherencia -­

(Fig. 14). 

Aunque todavia no se ha probado el efecto de los anticue~ 
pos monoclonales, dirigidos contra la lectina Gal/GalNac sobre 

la fagocitosis, el hecho de que s6lo existe una especie malee!:! 

lar especifica para Gal o GalNac (Petri y Ravdin 1987, Ravdin 
et al. 1988a, Ravdin 1989a) indica que fue esta lectina la - -

afectada por Gal en los procesos de adherencia y fagocitosis -

en E. histolytica (Fig. 14). En otras palabras, la fagocito-­

sis y la adherencia amibianas dependen principalmente del mis­
mo sistema saturable de receptores específicos para Gal. Esto 

implica, que la fagocitosis en E. histolytica depende de la -­
previa adhesi6n de las células blanco a la amiba a través del 

pegado molecular mediado por la lectina Gal/GalNac. Otras - -

adhesinas podrían intervenir parcialmente en la fagocitosis de 

manera específica o inespecífica (Orozco et al. 1982b y c,.--­

Arroyo y Orozco 1987, Rosales-Encina et al. 1987, Meza et al.-
1987, Vargas et al. 1990), La inhibici6n parcial de Glc (4\) 

sobre la macrofagocitosis en E. histolytica (Tabla IX), aunque 

no .fue significativa, sugiere que una lectina GlcNac podría d~ 

sempeñar un papel secundario en este proceso, lo que se ve ªP2 
yado por observaciones previas (Crezco et al. l982b y e, Rosa­
les-Encina et al. 1987, Meza et al. 1987). 

III. Diferencias con Otros Sistemas 

En un estudio previo, la inhibici6n de la lectina Gal/Gal 

Nac por una concentraci6n de 4% ae GalNac no abrog6 completa--
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mente la fagocitosis de células CHO por las amibas (Ravdin y -

Guerrant 1981). 

¿Por qué en este estudio sí se obtuvo una inhibición to-­

tal de la capacidad fagocitica de E. histolytica? l) La Tabla 

X indica que se requiere la presencia continua de Gal en el m~ 

dio para observar una inhibici6n. en la macrofagocitosis. Esto 
se debe muy probablemente a que la E. histolytica presenta una 

tasa de recambio membrana! extremadamente elevada: internaliza 

toda su membrana superficial cada 20 minutos, lo que le permi­

te deshacerse rápidamente de cualquier ligando y reexponer sus 

antígenos superficiales (Gitler y Mirelman 1986) • Dado este -
fen6rneno, podría ser que la internalización de GalNac (4%) me­

diada por las amibas fuera más r~pida que la internalización -

de Gal (4i) , lo que les permitiría a las amibas deshacerse de 

una mayor cantidad de GalNac que de Gal durante el mismo peri2 

do, y por tanto, lograr fagocitar más células en presencia del 

primer carbohidrato (Ravdin y Guerrant 1981). 2) Aunque la -­

unidad de lactosamina {Gal/GalNac) de carbohidratos N-unidos -

es el receptor de la lectina Gal/GalNac, ésta es más afín por 
el residuo Gal (Ravdin et al. l988a, l989b). Esto se ve apoy~ 

do por el hecho de que para las concentraciones mayores a 1%, 

Gal inhibe más eficientemente el pegado de la amiba a las cél~ 

las CHO que ~alNac {Ravdin y Guerrant 1981} . En consecuencia, 
es probable que, a pesar de que se utilizó la misma concentra­

ción de monosac&rido en el medio, Gal haya inhibido más efi- -

cientemente la fagocitosis arnibiana que GalNac {Ravdin y Gue-­

rrant 1981} • 3) Las diferencias en los niveles de glucoprotel 

nas, glucanos glucoesfingolipídicos (responsables del pegado a 

la E. histolytica, Bialey et al. 1990), y de fosfolipidos neg~ 

tivos (que intervienen en la inducción de la señal transmembr~ 

nal que activa la polimerización de actina amibiana, Bialey et 

al. 1990) en las membranas de distintos tipos de célula blanco, 

seguramente propician diferencias en las tasas de fagocitosis, 

lo que contribuiría directamente a obtener distintos grados de 
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inhibici6n para diversos tipos de célula blanco bajo la misma 

cantidad de carbohidrato. 

IV. Fagocitosis y Virulencia 

¿La fagocitosis correlaciona con la virulencia amibiana? 

orozc~ et al. demostraron defini~ivamente que la fagocitosis -

es un proceso celular que forma parte de la virulencia amibia­
na (Crezco et al. 1982a, Rodríguez y Orozco 1986, Orozco et al. 

1988, Vargas et al. 1990). Más aOn, las cepas no-patogénicas 
de E. histolytica derivadas de acarreadores asintom&ticos, pr~ 

sentan una tasa de fagocitosis significativamente disminuida -

con respecto a las cepas virulentas (Trissl et al. 1978, Var-­
gas 1990). No obstante, Orozco et al. sólo aislaron casos PªE 

ticulares de amibas deficientes en fagocitosis que mostraron -
disminuciones en su virulencia; y, debido a la naturaleza del 

m~todo empleado, en el que s6lo sobreviven las amibas que no -
fagocitan bacterias letales (Orozco et al. 1982a, Rodríguez y 

OrozCo 1986, Orozco et al. 1988}, no se aislaron amibas que sí 

fagocitan pero son deficientes en virulencia. La Tabla VII -­
muestra claramente que estas últimas conforman la mayoría en -

este estudio, ya que a nivel de población general, no hubo di­

ferencia significativa entre la tasa de fagocitosis de E. his­

tolytica AH virulenta (medida por la capacidad de producir ab~ 
cesas hepáticos en hamster) y No-AH no virulenta. Más aún, no 

se ha encontrado diferencia en la eritrofagocitosis de cepas -

de E. histolytica AH y No-AH, medida a los 15, 30 y 60 min (I. 

Montfort y A. Reyes, comunicaci6n personal). Tanto en los ex­
perimentos de Orozco como en éstos, la cepa no-virulenta de -­

E. histolytica proviene de una virulenta: HMl-IMSS; nuestra c~ 

pa no-virulenta adquiere este carácter por un cultivo prolonga­
do.. Por lo tanto, se deduce que la amiba virulenta no pierde neces!!_ 

riamente su capacidad de fagocitar, pero sí puede llegar a perder -

la virulencia debido seguramente a la pérdida de factores adiciona­
les además de la fagocitosis (sección 1.5.II), ya que ésta no es 
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suficiente por s! sola para producir abscesos. Estos facto-­

res incluyen probablemente a las tiolproteinasas amibianas, -
responsables de la necrosis tisular en amiblasis experimental 

(Becker et al. 1988). 

Sin embargo, el grado de fagocitosis de E. histolytica -
parece ser una característica Unica de esta especie amibiana$ 

E. invadens siempre present6 una tasa de rnacrofagocitosis me­
nor que E. histolytica, tanto en coincubaciones en suspensión 
como en coincubaciones en paquete (Tablas VI, VII, IX y Fig. 

11), y la diferencia fue significativa para esta Gltirna técn! 
ca (Tabla VII). En apoyo a esto, E. invadens y otros tipos -
de Entamoeba no patógenas para rnamiferos muestran una tasa de 

eritrofagocitosis significativamente menor que la de E. histo 
lytica (Trissl et al. 1978). La fagocitosis de E. invadens -

no fue significativamente mayor que la muerte celular de to-­
dos los tipos amibianos (Tabla VII), lo que denota su bajo n! 

vel, ya gue la muerte celular podr1a considerarse nula o equ1 
valente a la muerte natural de los macr6fagos'incubados sin -
amibas (Fig. II y Tabla VII). Sin embargo, la fagocitosis e~ 

perimental de E. invadens fue significativamente mayor que la 

desaparici6n de los rnacr6fagos incubados solos (Fig. 11 ) • E~ 

te bajo pero significativo nivel de fagocitosis fue sensible 
a Glc (Tabla IX}, pero fue mediado por un mecanismo de uni6n 

inespec1fico aftn a este carbohidrato, dada la proporcionalidad 
directa en la curva de inhíbici6n de fagocitosis por compete~ 
cia de unión con Glc (Fig, 13 B). La baja tasa de fagocito-­

sis en E. invadens, correlaciona con la presumible ausencia -

de algún receptor Glc/GlcNac especifico (Fig. 13 B), y de la 
lectina Gal/GalNac -ya que Gal (4%) no inhibió significativa­

mente la macrofa9ocitosis (Tabla IX). Esto Gltimo es a su -­

vez una prueba de que la cantidad de lectina Gal/GalNac pre-­
sente en la amibas no solo correlaciona con la virulencia de 

distintas cepas (Ravdin et al~ 19B8a, Gitler y Mirelman 1986, 
Petri y Ravdin 1987, secci6n 1.3.I}, sino de distintos tipos 
de Entamoeba .. 
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En conclusi6n, la capacidad de fagocitar células de mam! 

feros es uno de los factores de la virulencia de E. histolyti 

.2.! y est& mediada por la lectina Gal/GalNac, la cual no pare­
ce expresarse en E. invadens. La afinidad inespec1fica de !.:_ 

~ por los residuos de Glc, le permite fagocitar c~lu-­

las KPr, pero a niveles m&s bajos que los de E. histolytica. 

Esto· sugiere que la especificidad de la adherencia desempeña 
un papel importante en la especificidad del hu~sped, lo cual 

ya ha sido propuesto (Ravdin l988b) • 

4.3 Receptocinesis 

I. Teorta Acerca de un Mecanismo de Muerte Celular 

La Teoría de la Receptocinesis, basada en estudios con .!:... 

histolytica, se fundamenta en dos postulados: 

1) Las pruebas experimentales muestran que, adem&s de la 

cit6lisis letal (secci6n 1.3.II y VIII), la adherencia y la -

fagocitosis en E. histolytica dependen: a} del mismo receptor 
espec1fico: la lectina Gal/GalNac (Tabla IX, Fig. 12, Ravdin 

y Guerrant 1981, Ravdin et al. l988a, l989b, Ravdin l988b, --

1989a, Gitler y Mirelman 1986, Petri y Ravdin 1997, secciones 

1.3.I-III y 4.2.II); b) del sistema de microfilamentos de ac­

tina (Ravdin y Guerrant 1981, Ravdin l988b, Petri y Ravdin --
1987, Edman et al. 1987, Long-Krug y Ravdin l988b, orozco et 

al. 1988, Bialey et al. 1990, secciones 1.3.I-III); c) de que 

las amibas estén enteras y vivas (McCaul et al. 1977, Ravdin 

et al. 1980, Martinez-Palomo 1982) t y, finalmente, d) de que 

se establezca un contacto firme y directo (Tabla VI, Ravdin -

et al. 1980, Ravdin y Guerrant 1981, Martinez-Palomo 1982, P~ 

tri y Ravdin 1987). Lo anterior sugiere que la adherencia, -

la fagocitosis y la cit6lisis letal en E. histolytica, est&n 

mediadas por un mismo mecanismo molecular que depende direct~ 

mente de los elementos mencionados. 
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2) La movilidad de los receptores superficiales depende 

directamente de la función de los microfilamentos, que se ha­
lla involucrada en la unión a receptores superficiales, en el 
recambio membrana! y en el movimiento pseudopodial: la asoci~ 

ción de microfilamentos con complejos ligando-receptor ya ha 
sido demostrada (Martinez-Palomo 1982, Orozco et al. 1988, -­

Long-Krug y Ravdin 1988b); la función de los microfilamentos 
es responsable del movimiento pseudopodial (Alberts et al. --
1983, Edman et al. 1987), de la aceleración y reagrupación de 

ant1genos superficiales (Gitler y Mirelrnan 1986, Edman et al. 

1987, Orozco et al. 1988), y de procesos corno motilidad, adh~ 
sión y recambio membrana!: endocitosis y exocitosis (Petri y 

Ravdin 1997, Edman et al. 1997, orozco et al. 1999, Bialey et 

al. 1990). El recambio membranal elevado observado en ~ 

tolYtica es el principal responsable de su alto 1ndice fagoc! 
tico, y propicia la presencia de prote1nas superficiales en -

la fracci6n intracelular y viceversa (Gitler y Mirelman 1986) . 

De los dos postulados anteriores, se dedujo que el mismo 
movimiento de complejos receptor-ligando, que interviene int~ 

gralmente en los procesos de adherencia y fagocitosis, es el 
que conforma el proceso de citólisis letal en los organismos 

celulares que matan por contacto directo. A este mecanismo -
mec~nico se le llamó Receptocinesis, que, como su nombre lo -

especifica, se refiere a la movilidad de receptores superfi-­
ciales ejercida a través de la activación del sistema de mi-­
crofilamentos. 

Encontrarnos a la Receptocinesis durante la adherencia c~ 

lular, la cual no sólo depende de receptores aislados, sino -
de la disposición tridimensional que éstos adquieren sobre la 

superficie de la célula efectora debido a la función de los -

rnicrofilarnentos (Edman et al. 1987, Long-Krug y Ravdin 1988b). 
Asimismo durante la fagocitosis, la célula efectora redistri­

buye a las células blanco adheridas a su membrana por medio -
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del movimiento de receptores activados por la función de los 

microfilamentos (Orozco et al. 1988). Pero, ¿de qué mane-­

ra las células son lisadas y muertas por medio de la Recept~ 

cines is? 

Este proceso citolitico letal seria de tipo mec&nico¡ -­

una vez establecidos el contact~ firme y la formación de com­

plejos ligando-receptor, que permite la adherencia, la célula 

efectora mataria a la célula blanco al acelerar y fagocitar -
rápida- y continuamente los complejos receptor-ligando super­

ficiales, lisando y fagocitando al mismo tiempo áreas partic~ 

lares de la membrana de la célula blanco (Fig. 15), y subse-­
cuentemente matándola debido al cambio osm6tico y p~rdida de 

integridad generados por la libre difución de agua, iones y -

otras moléculas setj6n sus gradientes de concentración {Marti­

nez-Palomo 1982, Gitler y Mirelman 1986, Long-Krug y Ravdin -

1988b). Un primer ciclo de daños ocurriría a nivel de la ac~ 

leración de los receptores superficiales, lo que generar1a -­
fuertes tensiones sobre la membrana del blanco y la lisaria -

rápidamente. Esta aceleración receptocinética podría ser pr2 

movida por cualquiera de los tres tipos de manifestaciones de 
la funci6n de los microfilamentos f Ravdin y Guerrant 1981, -­

Ravdin 1988b, Alberts et al. 1983, Gitler y Mirelman 1986, P~ 

tri y Ravdin 1987, Crezco et al. 1988, Long-Krug y Ravdin - -

1988b, Bialey et al. 1990): ll directamente, a través de la -
activaci6n del sistema de microfilamentos unido con ant!genos 

superficiales, la célula efectora podr!a movilizar rápidamen­

te sus receptores hacia una direcci6n jalando áreas de la me~ 

brana plasmática de la célula blanco y formando así fuertes -
tensiones que la lisarían. También podría haber movilización 

de los receptores en direcciones opuestas, lo que formaría -­

otro tipo de tensiones que podrían romper la membrana del - -
blanco (Fig. 15B y C). En este tipo de lisis, la muerte del 

blanco ocurriría antes de ser este fagocitado, posiblemente -

durante el proceso de redistribuci6n de ligandos. 2) Indire~ 
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El modelo receptocinético de la muerte celular. Antes de que cualquier interacción ocurra, debe lograrse 
la adherencia entre la célula efectora (E. histoytica en este caso) y la célula blanco por medio de la -
formación de complejos receptor efector-ligando blanco (A). Una v~z que se establece un contacto directo 
entre las células interactuantes, el efector acelera los complejos a través de la activación del sistema 
de los microfilamentos, el cual promueve la movilidad de los receptores de manera directa, en una direc-­
ción (B) y en direcciones opuestas (C), o de manera indirecta, por su intervención en el reciclaje membr_! 
nal (D) y en los movimientos pseudopodiales (E). Un primer ciclo de daños al blanco podría darse en este 
estadio, debido a las fuertes tensiones propiciadas sobre su membrana por los movimientos rápidos de los 
receptores. En un segundo ciclo de daños, la fagocitosis del blanco podría completarse (F). o bien pudie 
ra seguir la fagocitosis parcial de áreas particulares de la membrana del blanco al que lisa nuevamente Y 
finalmente libera (G). El daño membrana! alcanzado como resultado de cualquiera de los dos ciclos fina­
les mataría al blanco debido al cambio osmótico generado. El efecto!' puede pasar directamente al segundo 
ciclo de daños st:gún la resistencia de la membrana del blanco y/o del número de complejos de unión. 

"' o 
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tamente, el sistema de microfilamentos estimularía la aceler!!_ 

ci6n al tomar parte en el reciclaje de la membrana el cual i~ 
cluye a la pinocitosis, exocitosis, endocitosis y fagocitosis 
(Long-Krug, Ravdin 198Bb). (Fig. lSD). 3) La disociaci6n 

de los microf ilamentos puede también causar fuertes corrien-­
tes citoplasmáticas que generan movimientos pseudopodiales r! 

pides y vigorosos (Alberts et al. 1983); indirectamente, es-­

tos últimos podrían llegar a movilizar bruscamente y en dire~ 

cienes opuestas a los receptores superficiales anclados al e! 
toesqueleto, lo que causaría desgajamientos repentinos en las 

membranas de las células blanco (Fig. lSE). En un segundo ni 
vel de daño, la célula efectora podría fagocitar completamen­

te a la célula blanco {Fig. lSF), o fagocitarla de manera -­
parcial, al endocitar una porci6n determinada de su membrana 

para finalmente liberarla dañada (Fig. 15G). 

La fuente motora principal de la Receptocinesis, basada 

en la función de los microfilamentos, varía seguramente según 

el tipo celular, por ejemplo: en fagocitos, cowo amibas y ma­
cr6fagos, el proceso principal bien pudiera ser el elevado r~ 

cambio membrana!, merced al cual poseen un alto índice fagocl 
tico, o el movimiento pseudopodial; en cambio, la manifesta-­

ción primordial en células netamente citot6xicas, como linfo­

citos T8, células NK, pudiera ser la activaci6n del sistema de 
microfilamentos unido a los antígenos superficiales. Inaepeg 

dientemente del proceso motriz, la Receptocinesis sería un m~ 

canismo primitivo que fue seleccionado en algún momento den-­
tro de la evolución de los organismos eucarióticos por las o~ 

vias ventajas de conferir al mismo tiempo capacidad m6til, -­
adhesiva, fagocítica y defensiva. 

En términos de la teoría de Receptocinesis, las tasas de 

adherencia, citólisis y fagocitosis en un mismo sistema célu­

la efectora-célula blanco, dependen proporcionalmente de la -
concentración de ligandos de adhesión y activadores de la fug 
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Ci6n de los microfilamentos en la célula blanco, y de la con­

centraci6n de los receptores de adhesi6n y receptores para ª2 

tivador de la funci6n de los rnicrofilamentos en la célula - -

efectora. 

Un organismo efector altame~te fagocítico (como amibas o 

macr6fagos), podrá lisar células mediante Reccptocinesis si -

presenta una elevada actividad en su función de los microfil~ 

mentas dada la gran movilidad de receptores superficiales re­

querida para propiciar tensiones y rompimientos membranales.­

En cambio, para fagocitar estas mismas células, el organismo 

requiere probablemente de un grado de Receptocinesis menor, -

ya que la fagocitosis puede prescindir de tensiones membrana­

les fuertes (Fig. 15). La fagocitosis podría requerir del -­

mismo grado de Receptocinesis que la citólisis pero nunca ma­

yor, ya que mientras haya más movimientos de receptores más -

aumenta la probabilidad de que se formen puntos de tensión y 

de que haya lisis concomitante. Por lo tanto, la fagocitosis 

precisa de una cantidad de receptores para activar la funci6n 

de los microfilamentos de igual o menor nivel que la citóli-­

sis. De manera análoga, la cantidad de receptores de adhe- -

si6n en la célula efectora fagocítica necesarios para iniciar 

la fagocitosis es igual o menor que para iniciar la citólisis. 

Al aplicar el mismo análisis, un mismo tipo de célula -­

efectora que presente Receptocinesis y capacidad fagocítica -

en grado considerable, podrá fagocitar sin lisar segan el ti­

po de célula blanco: una célula podrá ser fagocitada si posee 

una cantidad de ligandos y activadores sobre su superficie -­

igual o menor que la necesaria para ser lisada. 

Esta diferencia en los inicios de fagocitosis y citóli-~ 
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sis significa que en un mismo sistema célula efectora fagocí­

tica-célula blanco, mientras las condiciones se mantengan - -

constantes, lo más probable es que ocurra el primer proceso -

con mayor frecuencia que el segundo. Sin embargo, puede ocu­

rrir que el efector presente una capacidad fagocítica menor -

que la lítica a pesar de presentar Receptocinesis -células n~ 

tamente citolíticas (como linfocitos T-citotóxicos)- o bien -

que las células efectoras sean demasiado pequeñas comparadas 

con las blanco. También se puede pensar en células blanco e~ 

tremadamente lábiles de las que ciertos efectores desprenden 

fácilmente fragmentos celulares para luego ser fagocitados é~ 

tos en lugar de las células enteras. En estos casos es más -

probable que ocurra el proceso de lisis con mayor frecuencia 

que el de fagocitosis. 

La adherencia a la célula efectora no pr~cisa de Recept2 

cinesis para ser ejercida, por lo tanto siempre hay células -

adheridas que no están sujetas a la funci6n de los microfil~ 

mentes, o que requieren de una formaci6n menor de complejos -

receptor-ligando para adherirse que la requerida para la cit2 

lisis o la fagocitosis. Como la adherencia es el paso criti­

co y primario para la fagocitosis y citólisis por contacto, -

las células adheridas más las células fagocitadas y las lisa­

das conforman el total de células que se adhirie~on. En con­

secuencia, aunque la adherencia no es medible con exactitud a 

partir de los 4°C (debido a que la fagocitosis y la citólisis 

eliminan células adheridas) , lo anterior indica que para un -

sistema célula efectora-célula blanco determinado, en cual- -

quier momento hubo más células que se adhirieron que células 

fagocitadas o lisadas. Asimismo, como la adherencia prescin­

de de la funci6n de los microfilarnentos, los tres procesos d~ 
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penden primordialmente de la concentraci5n de ligando de adh~ 

si6n y receptor de adhesi6n para la formación de los comple-­
jos receptor-ligando. Por lo tanto, cualquier factor que - -

afecte esta formaci6n afectar& a los tres procesos en conjun­

to, aunque la adherencia generalmente en menor grado ya que -

~sta suele ser mayor en cualquier momento. 

Debido a que la Receptocinesis media los procesos celul~ 

res agresivos (cit6lisis y fagocitosis) de toda una especie o 

estirpe celular, se postula que los receptores que intervie-­

nen en este mecanismo son receptores máximos, definidos como 

receptores que: 1) son generales, o sea que se encuentran en 

todas las cepas virulentas -por lo menos- de la especie, sin 

ser espec!ficos según el tipo celular; 2) intervienen en la -

adhesi6n, citólisis y fagocitosis m5s que cualquier otro re-­

ceptor general; 3) correlacionan con virulencia o carácter -­

agresivo. Pero además de receptores m5ximos, podr1an interv~ 

nir diferencialmente uno o más tipos de receptores con distin 

tas afinidades para liqando y/o especificidades de subtipo c~ 

lular, actuando sinergísticamente con los primeros. 

El papel del calcio en la Receptocinesis es de fundamen­

tal importancia. La función de los microfilamentos depende -

del calcio. El Ca++ es necesario para estabilizar la confor­

mación globular de la actina (Alberts et al. 198.3). Además, 

un aumento en la concentración de Ca++ inctracelular en célu­

las no musculares y protozoarios, disocia redes de actina y -

activa moléculas de miosina, capaces estas últimas de con- -­

traer rnicrofilarnentos a través de fosforilasas específicas,­

lo cual origina corrientes citoplasmáticas y movimientos de -

los microfilamentos respectivamente (Alberts et al. 1983). 
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II. Validez de la Teoria 

La Teoría de Receptocinesis explica 16gica- y satisfact~ 

riamente los requisitos referidos al mecanismo citolítico le­

tal de E. histolytica expuestos en la sección 1.3.VIII: 

a) La unidireccionalidad amibiana (Petri y Ravdin 1987}: 
la Receptocinesis no implica ningún mecanismo de toxinas que 

requiera ser resistido por la amiba. Además, explica la nec~ 

sidad de contacto en este tipo de muerte celular, y la raz6n 

por la que las células blanco que no están en contacto direc­
to con las amibas permanecen viables aunque se encuentren ex­

tremadamente cerca respecto a la célula efectora o respecto a 

otra célula blanco que sí esté en contacto con la efectora -­

( Ravdin et al. 1980, Ravdin 1989a, Petri y Ravdin 1987). Ba~ 

ta con que la célula efectora no posea una cantidad excesiva 

de ligandos espec1ficos para sus propios receptores, y podr& 

evitar la aut6lisis y la autofagocitosis; de esta manera, és­

te constituye un probable sistema de reconocimiento entre lo 

propio y lo no-propio, aplicable posiblemente a otros organi~ 

mes celulares. 

b) El efecto de ºpegar y correr 11 observado (Petri y Rav­

din 1987): la lisis de células blanco según la Receptocinesis 

no es necesariamente continua; si la amiba y la célula blan­

co establecen un solo punto de contacto, en el cual los re-­

ceptores se movilizan rápidamente y luego son endocitados, 

llevándose consigo las áreas de la membrana plasmática que 

conformaban la uni6n, ésta se pierde, la célula blanco resul-
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ta dañada, y la amiba queda libre para interactuar con otras 

c~lulas. El efécto es el mismo en el caso de haber m&s pun-­

tos de uni6n que se pierdan repentinamente y en forma simult! 

nea por el proceso señalado (Fig. lSF y G}. 

e) La velocidad extrema del'. "golpe mortalº amibiano recl:, 

bido por la célula blanco, tan s6lo segundos o minutos des- -

pués del contacto mediado por la lectina Gal/GalNac (Ravdin -

et al. 1980, Ravdin l989a, Martinez-Palorno 1982, Petri y Rav­

din 1987) , el cual es demasiado r&pido como para poder ser m~ 

diado únicamente a través de la acci6n de las citotoxinas am! 

bianas. La misma elevada velocidad de recambio membrana!, -­

que impide a una citotoxina superficial hipotética tener la -

permanencia suficiente en el sitio de acción, es en la Recep­

tocinesis la que promueve rápidamente múltiples tensiones - -

fuertes en la membrana plasmática. Además, la probabilidad -

de que ocurra un rompimiento considerable de la membrana pla~ 

mática, según la Receptocinesis, es bastante elevada, dada la 

extensión tan vasta -referida al área de contacto entre amiba 

y célula blanco- donde podrían formarse en cualquier momento 

puntos de tensión: esto asegura un daño rápido en el blanco -

de acuerdo a los tiempos observados. 

d) Los efectos en las células blanco resultantes de un -

cambio osmótico, luego de haberse establecido el contacto con 

la amiba (McCaul et al. 1977, Ravdin et al. 1980, Martinez-P~ 

lomo 1982, Gitler y Mirelrnan 1986}: la ruptura repentina de -

la membrana celular aumenta la permeabilidad de ésta al agua 

y iones, y les permite difundir según sus gradientes de con-­

centración. El aumento intracelular de ciertos iones, princb 
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palmente calcio, se considera la causa de cascadas bioquími-­

cas que destruyen a la célula blanco (Martínez-Palomo 1982, -

Gitler y Mirelman 1986, Long Krug y Ravdin 1988b). 

e) La razón por la cual la citólisis amibiana es indepen 

diente de la motilidad (Ravdin et al. 1980, Petri y Ravdin --

1987): la Receptocinesis propone a la activación del sistema 

de microfilamentos unido a los antigenos superficiales y/o al 

recambio membrana!, corno alternativas a la motilidad del par! 

sito para producir el movimiento de complejos receptor-ligan­

do que rompe la membrana del blanco. 

f) La razón por la cual_la fagocitosis arnibiana es inde­

pendiente de la citólisis y ocurre después de ésta (Ravdin et 

al. 1980) o en su ausencia (Ravdin y Guerrant 1981): con base 

en lo establecido por el mecanismo de Receptocinesis para - -

efectores fagoc!ticos, si existe un número suficiente de uni2 

nes entre el blanco y el efector los efectos amibianos serán 

adherencia, citolisis y fagocitosis ~n ese orden; si no hay -

bastantes sitios de unión, por el tipo de células interactuan 

tes o por estar obstruidos con algún reactivo, únicamente oc~ 

rre adherencia y fagocitosis debido a que el proceso de fago­

citosis no requiere de tensiones membranales tan elevadas co­

mo el de citólisis (Fig. 15). Dada la alta afinidad de la -­

lectina Gal/GalNac por residuos de GalNac (Ravdin y Guerrant 

1981, Ravdin 1989a, Ravdin et al. 1989b), un decremento en el 

número de uniones entre célula CHO y amiba en efecto ocurre -

cuando GalNac se adiciona al medio de incubación (Ravdin y -­

Guerrant 1981). De aqu! que una cantidad menor de ligandos -

para la lectina Gal/GalNac en el MPr comparado con la célula 
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CHO, puede ser la causa de la ausencia de muerte de células -

MPr por amibas (Fig. 11}, a diferencia de lo que sucede con -· 
las células CHO (Ravdin et al. 1980, Ravdin y Guerrant 1981}. 

III. Pruebas de la Teoria de Receptocinesis 

Existen varias pruebas que apoyan claramente la existen­

cia de Receptocinesis en E. histolytica: 

1) Los trofozoitos mutantes de E. histolytica que care-­
cen de la lectina Gal/GalNac, presentan deficiencia en los -­

tres procesos celulares: adherencia, citolisis letal y fagoci 
tesis de células blanco (Rodríguez y Orozco 1986, Petri y Ray 

din 1987, Ravdin et al. 1988a). 

2) E. histolytica presenta una función de los microfila­
mentos extremadamente elevada (Alberts et al. 1983, Huber et 

al. 1987, Edman et al. 1987, Bialey et al. 1990, Long-Krug y 

Ravdin 1988b). Esto demuestra que la amiba tiene el sistema 

de fuerza motriz necesario para expresar la citólisis letal -
por Receptocinesis. 

3) Los estudios de adherencia, cit6lisis y fagocitosis -

hechos con el sistema amiba-célula CHO (Ravdin et al. 1980, -

Ravdin y Guerrant 1981) , así como los estudios acerca del si~ 
tema de microfilamentos de E. histolytica (Bialey et al. 1990), 

demuestran que: a) el aumento del efecto citolítico y fagocí­

tico es proporcional al nivel de receptores superficiales am! 

bicos o de ligando en el blanco; b) en ausencia de un número 

elevado de uniones entre el blanco y el efector, la amiba pu~ 
de fagocitar sin que ocurra lisis, c) el incremento en el ni­

vel de la función de los microfilamentos propicia un aumento 
en el efecto citofagocítico; d) una función de los microfila­

mentos elevada es esencial para la citólisis, pero no para la 

fagocitosisi e) el incremento en la activación de los microfi 
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lamentos -y por ende en la tasa de cit6lisis y fagocitosis- -
es proporcional al aumento en la concentraci6n del activador 
de la funci6n de los microfilamentos en la célula blanco (fo~ 

folipidos negativos) • 

4) Con microscopía electr6nica de transmisión se observó 

que por medio de acción mecánica las amibas son capaces de -­
arrancar porciones de las membranas de las células blanco, -­

formando ampollas citoplásmicas y lisando a las células daña­
das. Además, las células pueden ser arrancadas del substrato 
por trofozoitos en movimiento, y ser fagocitadas en varios e~ 
tadios de lisis (Martínez-Palomo 1982, Petri y Ravdin 1987). 

Este tipo de despegado celular podría llegar a ser el más co­
man, ya que, aunque las tiolproteinasas amibianas liberan cé­
lulas del sustrato {Lushabug 1988b, Luaces y Barret 1988), -­

los inhibidores de éstas no inhiben el arrancamiento de las -

células MDCK por trofozoitos {l. Montfort, comunicación pers2 
nal). Lo anterior demuestra la existencia y el orden de in-­
teracci6n mecánica entre la amiba y la célula blanco de acue~ 
do a lo estipulado por la Teoria de Receptocinesis. 

IV. Rcceptocinesis como Mecanismo General 

Existen pruebas de que un mecanismo de Receptocinesis se 
presenta en otros sistemas celulares, por ejemplo: se ha visto 

bajo microscopía electr6nica que los macr6fagos y los linfoci 
tos T son capaces de arrancar porciones superficiales de las 

células blanco {Martínez-Palomo 1982), el efecto citolítico -
de ambos requiere que las células efectoras estén vivas y de 

un contacto directo con la célula blanco {Ravdin et al. 1980, 
Salata et al. 1985, 1987). Es interesante que los macrófagos, 

al igual que las amibas, presentan un recambio membranal ele­

vado {Gitler yMirelman 1986). Más ann, las citocalasinas - -
inhiben la citólisis y la adherencia por macrófagos y linfoci 

tos T al actuar sobre los microf ilamentos (Ravdin et al. - --
1980). 
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En los leuco~!tos, existen unas mol€culas llamadas LFA-1, 

que median las funciones de adherencia y citólisis inespec1fi 

ca (Springer et al. 1987). El que los leucocitos presenten -

un sistema dependiente y otro independiente de antígeno, es -
muy razonable: mientras que el primero determina la especifi­

cidad, el segundo aumenta la eficiencia y velocidad de las in 
teracciones efectoras en generaL. Las funciones mediadas por 

LFA-1 cumplen con los requisitos de la Receptocinesis, ya que 
dependen de la temperatura, función microfilamentosa y Ca++ -

para la citólisis (Springer et al. 1987) • Al igual que la -­

lectina Gal/GalNac en E. histolytica (Ravdin l989a, la 

LFA-1, junto con las moleculas Mac-1, y plS0,95 
de granulocitos y monocitos, constituyen una familia de hete­

rodimeros que presentan una subunidad mayor responsable de m~ 

diar la adherencia. En los tres casos, la subunidad mayor es 

variable: sin embargo, la subunidad menor es idéntica, y su -

funci6n es translocar la primera a la superficie celular - -­
(Springer et al. 1987). Esto Ultimo sugiere que la subunidad 

menor (35 Kd) de la lectina Gal/GalNac, se encarga de trans-­

portar a la mayor (170 Kd) a la superficie amibiana. 

En el caso de leucocitos, se ha encontrado que la melée~ 
la LFA-1 se halla localizada junto con microfilamentos en los 

sitios de adherencia. M&s aUn, la LFA-1, Mac-1, y plS0,95 -­

constituyen una familia supergénica junto con los receptores 

de matriz extracelular, los cuales, se hallan unidos al cito­

esqueleto en las placas de adhesión. (Springer et al. 1987). 
No obstante, la LFA-1 parece ser un receptor distribuido de -

manera general en leucocitos: mientras que Mac-1 y plS0,95 en 

granulocitos y monocitos, la CD2, moléculas antígeno- y MHC -

-dependientes, principalmente en linfocitos T (Springeretal. 

1987), serían receptores secundarios específicos segUn la es­
tirpe celular. 

Los resultados arriba mencionados indican que la adhere~ 
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cia, cit6lisis letal y fagocitosis en leucocitos, dependen de 

la viabilidad de la células efectoras, del contacto directo,­
de la funci6n microfilamentosa y de la expresi6n de recepto-­
res específicos. Las pruebas presentadas en las dos Gltimas 

secciones, sugieren fuertemente que existe un mecanismo de R~ 

ceptocinesis para sistemas celulares que exhiben al mismo - -
tiempo adherencia, cit6lisis letal por contacto y fagocitosis. 

V. Activaci6n de la Receptocinesis 

En E. histolytica parece existir el sistema transductor 
de señales que utiliza calcio como segundo mensajero, como rn~ 

canismo regulador de varios procesos de agresi6n amibianos, -
particularmente la adherencia, citolisis y fagocitosis {sec-­

ciones 1.3 y 1.5.IV). 

En linfocitos, el sistema de adhesión LFA-1 depende de -
su activación previa, mediada a través de la P,roteína cinasa 
C. Los esteres de forbol {activadores de la cinasa C), no ig 

crementan la cantidad de LFA-1 superficial ni la síntesis de 
proteínas, pero si inducen la formación de pseudópodos, la m~ 
tilidad, mayor rapidez en el reagrupamiento de ligandos y fo~ 

forilación en la subunidad menor de LFA-1 (Springer et al. --
1987); (esto último sugiere que la subunidad menor de la lec­

tina Gal/GalNac de E. histolytica es susceptible a fosforila­
ciones, dadas las similitudes entre esta lectina y la molécu­
la LFA-1 expuestas en la sección anterior). 

Las observaciones arriba mencionadas sugieren que la Re­
ceptocinesis se activa por medio del sistema transductor de -

señales que incluye la hidrólisis de fosfatilidil-inositol --
4,S -bifosfato que libera inositol trifosfato y diacil-glice­

rol (Long-Krug y Ravdin 1988a-b) • Este sistema implica la -­
existencia de receptores que inician el proceso de transduc-­

ción. Una vez activada la proteína cinasa e poreldiacil-gli 
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cerol, los receptores m&ximos y secundarios sufrir!an una fo~ 

forilaci6n, y p~oducir!an los cambios conformacionales o - -­
uni6n al citoesqueleto necesarios para un aumento en la adhe­

rencia o para poder ejercer la cit6lisis y fagocitosis por rn~ 
dio de la Receptocinesis. Mientras tanto, la otra rama del -

sistema, la liberaci6n de inositol trifosfato, inducir1a el -

aumento intracelular de calcio riecesario para activar al ci-­

toesqueleto y a las funciones que de él dependen. De esta m~ 

nera, ambas ramas de este sistema transductor son potencial-­

mente capaces de realizar los cambios conformacionales y los 

movimientos de receptores necesarios para el aumento de la a2 
herencia, cit6lisis y fagocitosis, lo que aunado a las obser­

vaciones previamente discutidas, postula a este sistema tran_!. 
ductor como un probable activador de la Receptocinesis. 



5 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

Las principales conclusiones del presente trabajo son: 

A} La clase catalítica principal, tanto para E. histoly­
tica como para E. invadens, son proteinasas de cisteína, y P2 
siblemente exista un pequeño grupo de proteinasas de serina. 

B) Las proteinasas de E. histolytica y E. invadens son -
cualitativamente distintas entre sí, y posiblemente confieren 
a la amiba cierto grado deespecificidadpor su huésped respe~ 
tivo al propiciar el proceso lítico y desestabilizador de c~­
lulas durante la invasi6n. 

C) Este estudio sugiere que la fagocitosis amibiana pe-­
dría ser el mecanismo de daño celular principal in vivo. 

D) Otros mecanismos de virulencia además de la fagocito­
sis (Orozco et al. 1982a, 1988, Rodríguez 1986} son necesa- -
rios para la producci6n de abscesos hep~ticos en hamster por -
E. histolytica. Estos incluyen probablemente a las tiolpro-­
teinasas amibianas, responsables de la necrosis tisular en -­
amibiasis experimental (Becker et al. 1988}. 

E} La fagocitosis de E. histolytica es un fenotipo que -
puede mantenerse por tiempos prolongados en cultivo ax~nico. 

F) La fagocitosis amibiana correlaciona con la virulen-­

cia, dado que la tasa de ésta en E. invadens es significativ~ 
mente menor que en E. histolytica (ambas variantes). 

G} La lectina superficial Gal/GalNac, es el receptor 
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principal de la fagocitosis espec!fica en E. histolytica. 

H} E. invadens fagocita células MPr por medio de un sis­
tema inespeclfico afín para residuos de Glc. Presumiblemente 

la lectina Gal/GalNac está ausente en este tipo de amiba. 

I) La Receptocinesis es un mecanismo posible de cit6li-­

sis ietal aplicable a E.histolytica y a otros organismos que 

matan c~lulas por contacto directo. 

E. histolytica presenta, de manera general, cinco meca-­
nismos de agresi6n que correlacionan con la virulencia; 

l) Secreci6n de tiolproteinasas amibianas- responsables de 
la destrucci6n tisular y la inestabilidad de las células del 

huésped (secci6n 1.3.IV.). 

2) Cit6lisis- responsable de la muerte celular; ejercida 

directamente por medio de la Receptocinesis. 

3) Fagocitosis- mecanismo responsable de la ingesti6n de 

part!culas y células del huésped. 

4) Adherencia especifica- necesaria para el pegado duran 

te la invasi6n, y para mediar eficientemente la cit6lisis y -

fagocitosis a través de la Receptocinesis; ejercida principa! 
mente por la lectina Gal/GalNac, receptor m~ximo en E. histo­

lytica. 

5) Resistencia amibiana- incrementa la supervivencia del 

parásito frente a la acci6n de las defensas del hu~sped (sec­

ci6n 1.3.V). 

Todavia queda mucho por aprender acerca de estos cinco -

mecanismos, sin embargo, a partir de éstos, surgen preguntas 

aún sin respuesta sobre la virulencia amibiana (secci6n 1.5. 

IV.), entre las principales: 
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a) ¿Existe un único mecanismo regulador para todos los -

procesos de virulencia mencionados? 

b) ¿Es este sistema(s) regulador(es) el o los responsa-­

bles del cambio de amiba no-virulenta a virulenta, o bien, la 
expresi6n de los procesos de agresi6n amibiana está condicio­

nada a un mecanismo general inductor de virulencia aún no de­
terminado, que posiblemente incluir1a cambio a nivel de geno­

ma? 

No obstante el mar aún vac1o de la investigaci6n b~sica, 
el diseño de amebicidas menos t6xicos (Mart1nez-Palomo 1982) 

y de vacunas contra la amibiasis no debe hacerse esperar. La 
investigaci6n aplicada podr1a enfocarse hacia uno o rn~s de -­
los mecanismos de agresi6n. Con respecto a esto, la lectina 

Gal/GalNac, adem~s de desempeñar un papel central en la adhe­
rencia, cit6lisis, fagocitosis y receptocinesis de E. histoly 

~, es universalmente reconocida por sueros inmunes, promu~ 
ve protecci6n en hamsters, y los anticuerpos Contra ésta inh! 
ben la adherencia y la cit6lisis de esta Entamoeba (Ravdin et 

al. 1988a, Ravdin 1989a, Petri y Ravdin 1991); por lo tanto, 
los resultados de este estudio apoyan a esta lectina como un 

candidato adecuado para el desarrollo de una vacuna efectiva 
contra la amibiasis invasiva. 
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