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INTRODUCCION

La amibiasis es unc de los principales problemas de salud piblica a nivel
mundial. Es una de las parasitosis mas comunes y es ia tercera causa de
muerte dentro de todas las parasitosis que afectan al ser humano. Se ha
estimado que existen alrededor de 500 millones de sujetos infectados en el
mundo, aunque aproximadamente el 90% de ellos se mantienen asintomaticos.
De los pacientes con manifestaciones clinicas, la forma de presentacién varia
desde un cuadro de disenteria caracteristico, hasta las formas graves de
amibiasis extraintestinal, con abscesos a nivel hepético, pulmonar o cerebral.
En estas dltimas presentaeio_nes clinicas (basicamente extraintestinates), el
comportamiento de la enfermedad tiende a ser mas savero, ¥y en consecuencia

mayor su letalidad.

La amibiasis es mas frecuente en regiones tropicales, climas calidos y
templados, pero més alin en areas pobres y mal saneadas donde priva el
hacinamiento y el mal manejo de aguas y de excretas, de ahi que sea mas

frecuente la infeccidn y la enfermedad.

La forma infectante de Entamoeba histolytica es el quiste maduro tetranucleado.
El hombre no es el unico pero si el principal reservorio de la amiba. Como
portador sano o convalesciente, es la principal fuente de excrecion de quistes
infectantes patdgenos. La etapa en la que se puede ser portador varia desde

meses hasta afios, y se puede dejar de ser portador espontaneamente.




La forma basica de infecci6n es la ingestion de quistes maduros, que se da en
medios contaminados, mal saneados y con malos héabitos de higiene que
propician el cierre del ciclo ano-mano-boca a través‘de aguas o alimentos
contaminados, manos mal lavadas o insectos vectores {moscas, cucarachas

etc)

En general, los agentes infecciosos establecidos logran alcanzar un estado de
relacion balanceada con el huésped Y causan el menor dafio posible que a la
vez sea compatible con ia necesidad de entrar, multiplicarse y ser eliminados
del organismo; todo lo anterior en términos de evolucién y sobrevivencia, ya que
los microorganismos deben evitar la extincién, o cual ocurria si la lesidn es letal

y hay reduccién en el ndmero de huéspedes disponibles.

La patogenicidad a su vez, es la capacidad de los parasitos de producir
enfermedad. Dicha enfermedad se presenta dependiendo en gran medida de
las interacciones entre el microorganismo y el huésped. Para causar
enfermedad, el patdgenc debe entrar al huésped, multiplicarse en los tejidos del -

mismo, resitir o no estimular las defensas def mismo y dadario.

La amibiasis, como cualquier otra enfermedad causada pPOf mMicroorganismos,
es el resultado de interacciones complejas entre los factores de patogenicidad

del parasito y de resistencia del hospedero, cada uno gobemado por mdltiples y

variados mecanismos.




La patogenicidad es un evento multifactorial. Para que se presente, el parésito
debe ser capaz de llevar a cabo, cuando menos las siguientes acciones:
adherirse a las células blanco, colonizar y en ocasiones penetrar una superficie,
resistir o evadir los mecanismos de defensa del huésped y producir dafio en los

. tejidos del huésped.

En la patogénesis de la amibiasis se requiere de la colonizacién del intestino,
ruptura de los sistemas de defensa del moco y lisis de las células epiteliales.

En la colonizacién del moco el primer evento es la unidn a receptores
especificos. En seguida se efectia la penetracion del moco por medio de
movimientos que no requieren de la degradacion enzimatica. Posteriormente,
acttan los mecanismos dependientes de contacto celular como la proteina

formadora del poro y las cistein-proteasas.

En la amibiasis invasora los factores involucrados en la actividad patogénica de
E. histolytica son complejos y numerosos. Algunos de estos factores son:
susceptibilidad a la aglutinacidén por la Concanavalina A y ausencia de carga en
la superficie del trofozoito, formacién de casquete por lectinas o anticuerpos
poliespecificos, resistencia a la lisis por complemento, proteinas de superficie
con capaciéad de unir carbohidratos (lectinas), eritrofagocitosis y presencia de
actividades ezimaticas diversas. enzimas lisosomales, tiolproteasas,

colagenasa, hemolisina, ameboporo y hialuronidasa.



Durante muchos afios se ha intentado desarrollar profilaxis inmune a largo
plazo, pero los resultados de las vacunas producidas hasta nuestra fecha no
" han sido del todo alentadoras, debido a su poca proteccién en el momento de

efectuar los retos respectivos en el laboratorio de investigacién,

Debido a esto, se tiene contemplado realizar la prevencién de la parasitosis de
alguna otra forma, ya sea culturizando a la poblacién en general, avitando el
contacto estrecho con las formas infectantes, emadicando focos activos de
infeccion o tratando de romper el ciclo bioldgico del parasito en un punto

determinado.

Este estudio de la relacion Hospedero-Parasito, pretende actualizar los
conocimientos basicos de la interaccién entre Entamoeba histolytica y el
hombre, tratando de llegar a profundizar el contacto estrecho entre el parésito y

el ser humano.



OBJETIVOS

-Recopilar fa informacion mas relevante sobre la relacidn huésped-parasito en

la amibiasis.

-Hacer una revision bibliografica exhaustiva de la patogenicidad de Entamoeba

histolytica y de las defensas del huésped ante la infeccion.

-Con la informacion obtenida, proponer medidas eficaces para la prevencién de

la amibiasis.



Entamoeba histolytica:
GENERALIDADES




El género Entamoeba incluye varias especies de parasitos al hombre; E
histolytica (Schaudinn, 1903); E,_hartmanni (Provasek, 1912); £._cofi (Hickson,

1908} y E. gingivalis (Smith y Barret, 1914).

La clasificacion de las especies de Entamoeba esta basada en el nimero de
nucleos de los quistes maduros, que pueden ser ocho, cuatro o uno.

E._hislolytica vy E. lhartmanni poseen quistes tetranucieados y pueden ser
diferenciadas tomando en cuenta el diametro de los quistes, que son menores a

10 u en la segunda.

Entamoeba histolytica pertenece a la familia Entamoebidae, del orden

Amoebida en el subphylum Sarcodina en la superclase Rhizopoda de

protozoarios formadores de pseuddpodos.

E. histolytica con frecuencia actia como comensal y menos habitualmente
como invasor. Para dar expliacién a esto se ha propuesto que existen dos
especies diferentes de amibas semejantes morfoldgicamente, de las cuales séto

una es patdgena.

La diferenciacion biolégica entre cepas no patogenas y cepas provenientes de
casos de amibiasis invasora se logrd por primera vez al comparar ciertas
propiedades de superficie de las amibas. En general, las cepas patégenas
aglutinan en presencia de lectina concanavalina A, carecen de carga negativa

de superficie a pH neutro y tienen una alta tasa de eritrofagocitos.



En cambio, 10s trofozoitos no patégenos y los de virulencia atenuada son menos

susceptibles de aglutinar con concanavalina A, tienen carga de superficie

elevada, ingieren pocos globulos rojos y no destruyen monocapas de ceélulas en

cultivo.

Se han diferenciado dos tipos de amibiasis: la invasora, causada por E.

histolvtica y 1a no invasora causada por £._dispar

Diferencias entre E. histolytica y E. dispar

CARACTERISTICA | Entamoeba histolytica Entamoeba dispar
VIRULENCIA Alta Baja
FORMA Polimérfica, tendiendo a ser{Alargada
TROFOZOITO cuadrada

Presenta grandes cumulos|No presenta cimulos {podria ser
GLUCOGENO EN |de glucdigeno en  el|la clave para diferenciar las dos
EL CITOPLASMA |citoplasma especies)

la membrana tiene una|la cubierta es mas delgada
MEMBRANA cubierta de glucoproteina
CELULAR muy gruesa

En tres minutos produce|En medio hora sdlo produce
EFECTO alteraciones dramaticas a la| pulimiento de la superficie.
CITOPATICO membrana plasmatica. Con indculos cien veces mayores

Libera gran cantidad de

proteasas.
Produce granuloma que
evoluciona a Necrosis

hepatica

sa producen discretos abcesos.
Gran reciutamiento de células
polimorfonucleares.

Desaparicion rapida de la
necrosis inflamatoria.

A los siete dias practicamente no

queda huella de ia infeccidn.




Entamoeba histolytica tiene dos formas o fases de desarrollo bien establecidas:
el trofozoito o forma vegetativa que mide alrededor de 10 a 60 micras, es
iregular o ameboide, emite pseuddpodos a base de material protoplasmico
locomotor, presenta membrana citoplasmatica, citoplasma dividido en dos
porciones, una externa hialina y transparente, casi sin granulaciones, llamada
ectoplasma y una porcién intema muy granulosa que contiene los organelos
celulares, denominada endoplasma. El nicleo es esférico con un actimulo de
cromatina pequefio y puntiforme en et centro llamado endosoma o centrosoma.,
También presenta cromatina adherida a la cara interna de la membrana

nuclear, distribuida en forma mas o menos homogénea.

En algunas cepas, los centrosomas son excéntricos y en otras la cromatina
periférica forma finas Idminas sobre la membrana nuciear, en lugar de gréanulos.
Una tercera variante, en cuanto a estructura nuclear, es la acumulacion de toda

la cromatina periférica en forma semilunar, hacia un lado de la membrana

nuclear.

Si las condiciones del medio ambiente no son favorables, el trofozoito empieza
a cambiar de forma, deja de emitir pseudépodos, el ectoplasma y el
endoplasma ya no se diferencian, de manera que casi desaparece el primero,
se pierde ia forma irregular y se hace esférico. A esta fase se le denomina
forma prequistica, puede reconocerce por la presencia de un Unico ndcleo

redondeado, la ausencia de materiales fagocitados y la ausencia de pared

quistica.
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Posteriormente, aparece una pared gruesa formada por quitina (polimero de

glucosamina y N-acetil-D- glucosamina) ; también ha expulsado al exterior todo

el contenido de ias vacuolas y empieza a formar material de reserva como

vacuolas de glucdgeno y barras cromatoidales.

DIFERENCIAS ENTRE EL TROFOZOITO Y EL QUISTE DE E. histolytica

Caracteristica Trofozoito Quiste
Tamaho 10-60 micras 10-15 micras
Forma Irregular Esférica
Ectoplasma Claro No contiene
Endoplasma Granuloso No contiene
Pared Ausente Formada por quitina
Pseuddpodos Digitiformes Ausentes
Nucleo Nucleo esférico. endosoma central| 4 nucleos
pequefio, membrana nuclear visible y|Barras cromatoidales
revestida de cromatina
Caracteristicas Fibrilias acromaticas entre el nicleo y|Vacuola de glucégeno
especificas la membrana citoplasmatica

En preparacionas frescas, los trofozoitos sueten tener un movimiento activo y €l

nicleo no se aprecia. Se mueven mediante pseuddpodos, extensiones

citoplasmaticas que pueden formarse en cualquier punto del la superficie del

protozoo.



3

Los pseuddpodos se emiten con rapidez y su forma es vanable, desde cortos,
romos y anchos, hasta alargados. El ectoplasma se proyecta hacia fuera para
formar el pseuddpodo, caracteristicamente hialino en esta especie cuando esta
recién formado. El endoplasma fluye lentamente hacia el pseuddpodo cuando {a
amiba se desplaza en la direccién en la que se ha emitido. L.a motilidad es

generalmente progresiva y unidireccional.

La superficie basal de los trofozoitos de Entamoeba hisfolytica, que participa
directamente en los fendmenos de adhesion y citdlisis, no muestra caracteres
morfoldgicos especiales, a no ser por la presencia de escasos y cortos

filopodios en su borde externo.

La mayor parte del citoplasma de los trofozoitos estd ocupada por vacuolas
incluidas en la matriz citoplasmatica. Las vacuolas citoplasmaticas de amibas
provenientes de heces disentéricas pueden contener restos de eritrocitos. La
mayoria tienen perfil circular en cortes y su diametro varia de 0.5 a 9 u. La
mayoria de las vacuolas derivan de la internalizacidn de porciones de la

membrana plasmatica mediante endocitosis o fagocitosis.

Se han identificado los siguientes tipos de vacuolas citoplasméticas de £
histolytica:

-Vacuolas fagociticas, vacuolas de macropinocitosis, vacuolas de
micropinocitosis, lisosomas primarios, lisosomas secundarios, cuerpos

residuales y vacuolas autofagicas.
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Los lisosomas de las amibas difieren de los de células eucaridticas superiores
en que las enzimas de las primeras no se encuentran en forma soluble dentro

de las vacuolas, sino que son parte integral de la membrana.

Los ribosomas se disponen en el citoplasma amibiano generalmente en forma
de cumulos helicoidales de aproximadamente 300 nm de longitud y 40 nm de
didametro. Estos grupos helicoidales se agregan, en los quistes y en los
trofozoitos en reposo, formando grandes inclusiones cristalinas hasta de varios

micrémetros de largo, son los cuerpos cromidiales visibles con microscopio de

luz.

El citoplasma de ta E, histolytica, tanto de los trofozoitos cuftivados coma de los
obtenidos de lesiones animales o humanas, contiene gran cantidad de
inclusiones de naturaleza desconocida. Las mas frecuentes son los cuerpos
cilindricos, que por fo general se disponen bidimensionalmente como rosetas.
Estos cuerpos varian en tamafo, hasta de 250 nm de largo y 90 nm de

diametro, estan limitados por una membrana incompleta y tienen forma de bala,

A pesar de ia notable motilidad y plasticidad de los trofozoitos, se sabe muy
poco sobre la organizacion estructural de su citoesqueleto. Se han encontrado
sOlo escasos microfilamentos de 7 nm de diametro, sobre todo en regiones
inmediatamente por debajo de ta membrana plasmatica. En areas en las que se

concentran componentes ricos en actina, tales como los canales fagociticos y



de macropinocitosis, sélo se observa material fibrogranular en cortes delgados,
no se encuentran como en células mas diferenciadas, microfilamentos en esas
4reas.El gen para la actina ya ha sido caracterizado y estudiado en E.

histolytica.

No se han identificado microtibulos en el citoplasma de trofozoitos o quistes de
esta amiba: solamente en el nicleo de trofozoitos en divisibn de cepas

patégenas y no patogenas ha sido posible observar haces de microtabulos.

La membrana plasmatica de los trofozoitos mide aproximadamente 10 nm de
@spesor y tiens, vista con el microscopio electrénico, la apariencia clasica de
unidad de membrana trilaminar. Cuando se usan técnicas citoquimicas
especializadas se puede demostrar {a presencia de una muy delgada cubierta

celular formada de glicocalix, responsable de ta unién a la Concanavalina A.

La mayor parte de los componentes de dicha cubierta son liberados al medio, io
que sugiere que la E. histolylica posee antigenos solubles que son
constantemente eliminados al medio extracelular. La interaccién de ciertos
componentes de la superficie cetular con algunos ligandos produce movilizacién

répida de los complejos formados, fenémeno de formacion de casquete.

Esa redistribucion superficial ocurre también cuando los anticuerpos
antiamibianos se unen a ciertos antigenos de la superficie del parasito. La
movilizacion y la liberacién subsecuente del “casquete” pueden hacer que las

amibas sean menos susceptibles a la respuesta humoral del huésped.
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Los trofozoitos se multiplican por fision binaria y se enquistan, produciendo
quistes tetranucleados tipicos, después de dos divisiones nucleares sucesivas
de quistes uninucleados. De cada quiste emerge una sola amiba metaguistica
tetranucleada, que produce a su vez ocho trofozoitos uninucleados después de

la division.

Los quistes son redondeados o ligeramente ovalados; su diametro varia de 8 a
20 u. En preparaciones no tefiidas aparecen como cuerpos hialinos con pared
refractil. El citoplasma es incoloro y en ocasiones pueden visualizarse sin
tincién los cuerpos cromidiales y los nicleos. Estos Gltimos se visualizan
claramente al microscopio en preparaciones teflidas ¢on yodo, que también tifie
levemente los cuerpos cromidales; el glucdgeno se tifie de color pardo rojizo. La
pared de los quistes mide entre 125 a 150 nm de grosor y est4 compuesta por
elelmentos fibrilares de 2 a 3 nm de diametro, que forman una red compacta,

constituida a su vez por varias capas concéntricas.

El intestino grueso provee normalmente un ambiente con baja tensién de
oxigeno; sin embargo, los trofozoitos de E._histolvtica no son anaerobios
absolutos. Las amibas son capaces de consumir oxigeno a pesar de carecer de
mitocondiras y pueden crecer en atmésferas que contienen hasta 5 % de
oxigeno. Por debajo de esta concentracion, las amibas son capaces de

destoxificar {os productos de la reduccién del oxigeno.
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E. histolvtica es un aerobio facultativo con enzimas glucoliticas inusuales. Este
metabolismo puede ser ventajoso para el parasito, al permitiie cambiar del
ambiente de la luz intestinal, donde existe baja presidn de oxigeno, al que se
encuentra al invadir 6rganos sdfidos con abundante aporte sanguineo y por ello

mayor concentracion de oxigeno.

Los carbohidratos son la principal fuente de energia del parasito. La captacion
de glucosa requiere un sistema de transporie especifico, que proporciona
aproximadamente 100 veces la cantidad de glucosa que el parasito incorpora

por endocitosis.

El catabolismo amibiano de la glucosa difiere considerablemente del de la
mayoria de las células eucaridticas, ya que posee enzimas glucoliticas poco
usuales y carece de mitocondrias, de citocromos y del ciclo del acido citrico. La
glucosa es degradada a piruvato por megio de la via de Embden-Meyerhof: el
lactato nc es un producto terminal y no se ha encontrado en las amibas la

enzima lactato deshidrogenasa.

Una caracteristica especial es que el pirofosfato inorganico, que generaimente
es considerado como produ.cto terminal del metabelismo, es utilizado por las
amibas como fuente de energia, reemplazando al ATP en varias reacciones
glucoiiticas. Los principales productos terminales de! metabolismo anaerobio de

los carbohidratos en 1a E. histolytica son el etanol y el biéxido de carbono.
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Los trofozoitos también tienen un metabolismo aerobio y muestran una gran
afinidad hacia el oxigeno. A pesar de Ia carencia de mitocondrias y del ciclo de
los acidos tricarboxilicos, se transfieren electrones de sustratos reducidos a
oxigeno molecular a través de una sucesién de acameadores, que incluyen
flavinas y hiemo. No se encuentran en las amibas catalasas, peroxidasas u

otras enzimas que contengan grupos hemo.

En general, la composicién lipidica de la membrana difiere cualitativa y
cuantitativamente de las de las células de mamifero, en particular, predominan
los lipidos que contienen etanolamina sobre ios que contienen colina. Ademas
se encuentra un fosfolipido poco usual, la ceramida aminoetil fosfonato (CAEP),
que ha sido demostrada en extractos; asi mismo la fosfatidilcolina se encuentra

en grandes cantidades.

La CAEP puede otorgar cierta ventaja biolégica a las amibas, ya que este
compuesto es resistente a la hidrdlisis y por eflo, las amibas podrian sero a las
enzimas hidroliticas presentes en el tubo digestivo del hussped y a la accién de

enzimas liberadas por e! propio parasito.

La superficie de las amibas contiene carbohidratos, tales como residuos de
glucosa y manosa. La citoquimica ultramicroscopica ha demostrado la
presencia de una cubierta delgada, rica en carbohidratos, que se separa
facilmente de la membrana plas;rﬁética. Los receptores de concanavalina A de
la superficie amibiana muestran una gran movilidad en el plano de la membrana

plasmatica.
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ADHERENCIA, ACTIVIDAD QUIMICA Y

ACTIVIDAD MECANICA



Los mecanismos de interaccion huésped parésito se aplican a diversos
microorganismos, como bacterias y a otros patdgenos, como los protozoarios
intestinales, Estos mecanismos son :

-adhesion ( receptores del micrcorganismo y del huésped)

-profiferacion local ( influencia de la flora nativa, sinergismo y competencia;
mecanismos de defensa a nivel de la mucosa)

-invasion tisular (via de entrada y mecanismos para causar dafo)

-interaccion de los patdgenos y células del sistema inmune (activacidén de
sistemas efectores, naturaleza de los receptores fagociticos, productos
microbianos que inhiben la actividad de dichas células, etc.)

-diseminacion dentro del huésped

-dafio tisular (secrecion de toxinas, formacion de complejos inmunes)

-genética de la respuesta inmune.



20

SUSTANCIAS QUE FAVORECEN LA ADHESION

Las motéculas del parasito que son responsables de su unién especifica con
algin componente de la membrana plasmética de la célula huésped se
denominan adhesinas. Entre estas se encuentran la proteina rica en serina, la

adhesina de 112kDa y las lectinas de 170 y de 220 kDa (62).

Las interacciones carbohidrato-proteina juegan un papel clave en la infeccién
humana por £. histolytica. Ravdin y Guerran{ describieron por primera vez que
una lectina de ta superficie celular del trofozoito estaba implicada en la adhesién

y muerte al contacto con células y tejidos humanos.

Dicha lectina es especifica para galactosa (Gal) y N-acetil-D-galactosamina
(GalNAc) y regula la adherencia de los trofozoitos a las glicoproteinas

mucinicas del colon, neutrdfilos, ernitrocitos y ciertas bacterias.

La lectina Gal/GalNAc es un heterodimero formado por una cadena pesada

{170 kDa) y una ligera (35/31 kDa) unidas por enlaces disulfuro.

El gen de fa cadena pesada (hgl) contiene una sedal de secuencia
aminoterminal de 15 aminoécidos hidrofébicos, un dominio extracelular de 1209
aminoacidos con 9 (hgl2) o 16 {(hgi1 y hgl3} que son sitios potenciales para ia N-
glicosilacion, y dominios transmembranales y citoplasmaticos de 26 y 41

aminoacidos, respectivamente (62).
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Los genes que codifican para las subunidades pesada y ligera son miembros de

familias de multigenes constituidas por cinco o siete miembros.

Algunos estudios recientes se han enfocado en la estructura y funcién de la
subunidad pesada, estableciendo que la secuencia TATTTAAA(TATA), la

CCAAT y el elemento GAAC se requieren para la total promocién in vivo.

La proteina de unién a TATA (TBP) participa de manera importante, ya que es
esencial para la iniciacién de la transecripcion por las 3 clases de RNA
polimerasas (RNAP). TBP interactia con varios factores para formar complejos
multiprotéicos que permiten el reciutameinto de otros factores de transcripcion
para obtener un complejo de reiniciacién especifico para cada tipo de RNAP
(33).

El primer receptor encontrade por la lectina es ia capa de mucina de! colon en el
intestino grueso. Chadee et al demostraron que la union de la lectina a las
mucinas se inhibe por GalfGalNAc con una gran afinidad. Esta interaccién
parece ser un proceso dinamico, ya que los trofozoitos pueden inducir la
sacrecion y degradacién de las mucinas. La capa de mucina puede proteger al
huésped de la citotoxicidad dependiente de contacto que causa el parasito, ya
que une y neutraliza la lectina, sin embargo al mismo tiempo sirve de blanco

para el ataque y colonizacién del intestino grueso.
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La actividad de la unibn lectina-carbohidrato parece ser controlada
conformacionaimente. La habilidad para controlar esta actividad puede brindarle
al trofozoito un mecanismo para despegarse de las mucinas y las células

epiteliales mientras que invade al huésped.

Se ha encontrado que la funcién de anticuerpos anti-lectina para estimular la
adhesién indica que la respuesta inmune humoral en la amibiasis no
necesariamente es protectora, y puede facilitar la colonizacién yfo fa invasion

(47).

La lectina no solo participa en la adhesion a las céluias s_ino también en eventos
citoliticos. Utilizando un panel de anticuerpos monoclonales dirigidos a la
lectina, se encomtrdé que saquellos que inhibian la adhesidn también
disminuyeron la citotoxicidad, sin embargo una anti-lectina bloqueé ia

citotoxicidad después de que la unidn ya habia ocurrido(47).

La sefializacién celular provocada por la lectina incluye la demostracién de que
existe polimerizacion de la actina intracelular al contacto del trofozoito amibiano
con liposomas con glicolipidos Gal-terminates y se ha determinado fa répida

endocitosis de las mucinas que han sido unidas por la lectina.

La lectina no solo estd involucrada en la adhesidn y citotoxicidad sino tambien
en la evasion del sistema de defensa del complemento debido a una

mimetizaciéon con CD59 humano.
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-EI dominio extracelular rico en cisteina de la subunidad pesada de la lectina
tiene semejanza con las integrinas beta 1, el receptor CD59 y los componentes
del complemento C8 y C9. Anticuerpos contra este dominio inhiben la adhesién,
bloguean ia citotoxicidad dependiente de contacto y eliminan la resistencia al

complemento (64).

Se ha demostrado que los trofozoitos de E. histolytica son resistentes al
complejo C5b-9 det complemento. Anticuerpos monocionales dirigidos contra
los epitopos 6 y 7 de |a subunidad pesada de la lectina aumentan la sensibilidad
de la amiba a la lisis provocada por el suero humano y por C5b-9 purificado. La
lectina se une a C8 y C9 purificados, y esta uni6n es inhibida por anticuerpos

bloqueando la resistencia al suero (65).

Los residuos de mucinas de galactosa y N-acetil-D-galactosamina inhiben
especificamente la unién de ta cadena pesada a las células blanco. Las
fMuestras de mucinas provenientes de colon humano inhiben la adhesién de E.
histolytica a las células ovéricas de hamster chino, mientras que tas mucinas de
celulas de adenocarcinoma humano no io hacen. Estos resultados indican que
la heterogeneidad genética y/o la modificacion postraduccional en la
glicosilacién de tas mucinas puede afectar la barrera epitelial contra patégenos

intestinales (32).

La unién especifica de la lectina a células mutantes lec2 CHO de ovario de
hamster chino se incrementa debido a un aumento del nimero de receptores,

mas que a una disminucién significativa de la constante de disociacién (70}
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Se realizaron experimentos utilizando siete anticverpos monocionales contra
diferentes epitopos de fa subunidad 170kDa, mostrando que tiene diversos
efectos en la adhesidén. Cuatro inhibieron la adherencia amibiana mientras que
Ios_ otros dos la incrementaron. 'Este estudio ha identificadc regiones

funcionalmente importantes de la lectina (47}

Utilizando PCR (reaccién en cadena de la polimerasa), se ha demostrado que el
sitio de unién inhibible por galactosa de la lectina se encuentra localizada en

una regién rica en cisteina de la subunidad pesada (37).

Usando modelos con gerbos, se ha concluido que fa lectina es un antigeno
protector en el absceso hepatico amibiano, ya que la respuesta inmune celutar

se incrementa después de inmunizacidn y reto con el parasito (80).

Experimentos similares muestran que los linfocitos de sujetos seropositivos
antiamibianos, desarrollan actividad amebicida in vitro al ser incubadoes por 5

dias con la lectina purificada (81).

Entamoeba dispar, amiba no patégena, también posee una lectina Gal/GalNAc,
funcionalmente similar a la de_E. histolytica, ya que es capaz de mediar la
adhesién inhibible a galactosa y la citélisis. Los genes que codifican para la
lectina son altamente homélogos a hgl y Igl. Por lo tanto, el papel de esta

adhesina en ambas amibas funciona como factor de colonizacion (46).
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La adhesion de lsucocitos polimorfonuclares a diferentes cepas patdégenas y no
patdégenas de la amiba se ha estudiado sin encontrar diferencia entre ambas,
mostrando que los mecanismos de adhesién defectuosos no son comunes en

las cepas no patégenas (12).

Estudios utilizando anticuerpos monocionales contra la lectina identifican & los
amino4cidos 596-1082 como la regidén funcional que media la adhesién
amibiana y estimula la expresién del gen para TNF-alfa y produccitn de
proteinas. Debido a que el TNF incrementa 1a produccién de éxido nitrico, el
cual es citotdxico contra_E. histolytica, esta region estimula ia respuesta inmune

celular del huésped (82).

Se ha demostrado por medic de microcitoflucrometria y técnica de Western
Blot, que la subunidad pesada de la lectina comparte un epitopo ¢on las beta 2
integrinas humanas, expresadas en leucocitos. Esta similitud puede explicar la

habilidad del trofozoito a unirse e invadir el epitelio del colon (3).

Una proteina de 112kDa esta involucrada en la adhasién de los trofozoitos
amibianos a su célula blanco, y mediante evidencias experimentales se ha
concluido lo siguiente:

-Anticuerpos mono y policlonales que reconccen a esta proteina inhiben la
adhesion de los trofozoitos a su célula blanco.

-La proteina esté alterada en mutantes deficientes en adhesion

-Tiene afinidad por moléculas presentes en la superficie de las células blanco.
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Ademas esta proteina parece tener también un papel activo en la fagocitosis y

en la invasitn de los tejidos.

Esta adhesina juega un papel importante en la citopatogenicidad de E.
histolytica. Se ha encontrado alterada 0 ausente en mutantes deficientes en
fagocitosis y virulencia. Esta localizada en el citoplasma y las membranas

vacuolares y tiene actividad proteolitica.

La adhesina 112kDa participa en la eritrofagocitosis y se ha demostrado que
existe un movimiento activo de !a molécula en la fagocitosis y que interviene en

la formacién det canal fagocitico (27).

Estudios para identificar y localizar ei dominio de unién celular en el gen de la
adhesina de 112 kDa, concluyeron que este dominio es codificado en el

fragmento de DNA de 900 bp en el extremo 3’ del gen de la adhesina (26).

Al emplear un anticuerpo monocional contra el antigeno mayor de superficie de
66 kDa se obtuvo una disminucién en la habilidad para adherirse a eritrocitos y
destruir células CHO, por lo que estd molécula tiene una participacion

importante en la adhesién que precede a la fagocitosis y 1a citotoxicidad (99).

Experimentos realizados con granulocitos y promielocitos muestran que los
trofozoitos de E. histolytica se adhieren de igual forma a estos dos tipos
cefulares, sin ia intervencion de las moléculas de adhesién CD11b y CD11c de

dichos polimorfonucteares (13).
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Debido a que la actividad de las glicosidasas se incrementa con las sales
biliares, se ha descrito que existe aumento de la actividad de las hidrolasas
luminales disminuyendo la habilidad de los trofozoitos para adherirse a células

epiteliales {96).

ACCIONES ENZIMATICAS

Los pasos iniciales en la invasién de tejidos por E. histolytica involucran la
liberacidn de proteasas de los trofozoitos las cuates son capaces de degradar

diversos sustratos y un péptido formador de poros (denominado ameboporo).

Existen dos hipotesis generales para tratar de explicar el efecto citopatico de las
amibas sobre las células blanco en los modelos in vitro: lisis mediada por
contacto y lisis independiente del contacto. La primera propone que el contacto
estrecho entre la membrana del trofozoito y 1a membrana de la célula blanco es
un requerimiento indispensable para que se lleve a cabo la lisis de la célula
blanco. Como se ha mencionado, la intervencién en este proceso de los
elementos del citoesqueleto como la actina y también de las actividades tipo
Iectiné. que, aunque no son directamente responsables del efecto citopatico,

participan en el reconocimiento célula-célula.



28

Granulos electrodensos (GED)

En 1987 se describié que los incrementos en la actividad colagenolitica del
trofozoito durante ei contacto y degradaci6n de la colagena estan acompafados
por la formacion de unos cuerpos densos presentes en la membrana plasmatica
con una densidad de 0.01 cuerpos por cada 10 micras de membrana en
trofozoitos que no interaccionan con coldgena y de 211 micras en células

activadas con colagena.

Estas estructuras son irregutares en tamafio y forma, con un didmetro promedio
de 30-50 micras. La liberacion de dichos cuerpos densos ocurre a través de un
proceso de gemacién. Dicho procesc involucra la separacion progresiva de los
cuerpos con una cubierta remanente de la membrana plasmatica y culmina con

la separacion de la vesicula.

Posteriormente se detectd que trofozoitos de £, histolytica secretaban al medio
extracelular unos grénulos electrodensos similares a ios ya descritos, excepto
que no estaban recubiertos por membrana plasmatica. Las preparaciones puras
revelaron grénulos con un tamafic entre 800 a 200 nm. Se observé que los
granulos electrodensos contienen 9 actividades de gelatinasas, que también

pedrian ser criticos duante el curso de la invasién.

Las evidencias apoyan la hipbtesis de una interaccién entre el citoesqueleto, la

secrecion de colagenasa, los granulos electrodensos y la pategenicidad (40).
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Algunos experimentos sugieren la ausencia de una membrana plasmatica
debido a que la actividad de la Na, K- ATPasa no es detectada en
preparaciones de GED. Mds ain, estos grdnulos no contienen ATPasas

dependientes de Ca o Mg.

Los GED secretados por E._ hisfolytica contienen aproximadamnte 25
polipeptidos, de entre los cuales 5 son detectados en GED pero no en extractos

totales.

La matriz granular de los GED es un complejo denso de proteinas catidnicas en
su mayoria con actividades proteoliticas incluyendo, colagenasa y gelatinasa,
asi como de actina y pequefias moléculas como Pi, PP y cationes. La
estabilidad de estos granulos es consistente con la existencia de un almacén

complejo para Ca, Pi, PP y proteinas (39).

La interaccion de los trofozoitos de £_histolytica con la coladgena tipo t y Ca
induce la secrecion de los GED, estabilizando el citoesqueleto. Se ha sugerido
que el citoesqueleto y las integrinas tienen un papel importante en la secrecidn

de estos granulos (57).

Se ha reportado que existe un incremento det mRNA durante la secrecién de
GED cuando los trofozoitos son activados con colagena tipo | y Ca, el cual

puede estar asociado con funciones bioldgicas (77).
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Ameboporos

Entamoeba histolytica puede ser vista como una célula efectora citotdxica con
una capacidad extraordinaria de destruir células blanco, y también como un
eucariote fagocitante que utiliza a las bacterias como la fuente mas importante
de nutricién. Por lo tanto, se ha propuesto que las amibas transfieren moléculas

citoliticas por exocitosis a la membrana de la célula blanco.

Un polipéptido formador de poros, llamado ameboporo, representa una parte
esencial de la maquinaria citolitica amibiana y fue caracterizada por Benkert el
al. Existen 3 isoformas (ameboporo A, B y C) cerca de los granulos
citoplasmaticos, las cuales son péptidos de 77 residuos conformados por una

estructura en hélice alfa unida por puentes disulfuro.

Los péptidos matan células eucaridticas metabdlicamente activas, despliegan
actividad antibacterial pero no son eficientes en lisar eritrocitos. El modo de
accion de los ameboporos es mediante fa permeabilizacion de la membrana.
Los peptidos actdan formando distintos canales ibnicos en las membranas de la
célula blanco, y por lo tanto, la actividad no depende de la interaccién con algan

receptor especifico de la membrana,

Se han hecho andlisis detallados de la estructura y funcién utilizando el
ameboporo A, observandose que los ameboporos son  estructural y
funcionalmente muy similares a péptidos de gréanulos de linfocitos de

mamiferos.
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Este hallazgo se ha apoyado en que los ameboporos se parecen a la NK-lisina,
polipéptido antibacterial y citolitico que se encuentra en células efectoras

profesionales del sistema inmune (Natural killers).

Parece ser que los ameboporos de E. histolytica destruyen a las células blanco

independientemente de altos niveles de Ca (10).

Se han realizado estudios comparando los ameboporos con otros polipéptidos
citoliticos que actuan a nivel de membrana encontrandose que son distintos en

su funcionalidad, ya que la actividad de los amsboporos es mayor (7).

Debido a esto, las amibas pueden usar a los ameboporos como moléculas
efectoras en la reaccién citolitica dirigida a un amplic espectro de células
eucariotas y también para prevenir el crecimiento bacteriano dentro de sus

vacuolas digestivas.

Cistein-proteasas

Las cistein-proteinasas (CP) son las proteasas mas activas de los trofozoitos de
E. histolytica y se han propuesto como un factor patogénico importante de las

amibas y otros protozoarios parasitos como Trypanosoma cruzi_ Plasmodium

know-lesi, Trichomonas vaginalis y Leishmania mexicana.



32

Se ha carcterizado las CP amibianas empelando "geles de sustrato” y ensayos
con un sustrato especifico. Los patrones gelatinoliticos obtenidos muestran que
las proteasas amibianas son heterogéneas, con tamafios que van de 16 a 117
kDa, aungque solo han sido identificados y clonados dos genes que codifican

respectivamente CP de 27 y 30 kDa.

Se ha encontrado una correlacién directa entre la virulencia, la actividad
enterotdxica y la actividad de CP de las amibas. Esta Gltima parece deberse
principalmente ai aumento de las gelatinasas de 75 y 53 kDa, localizadas en

diferentes compartimientos celulares (44).

Se ha reportado que la proteina de 56 kDa representa la principal proteasa
secretada por trofozoitos de E. histolytica, la cual ha sido descrita como una tiol-

enzima con la mas alta actividad a pH neutro.

La funcidn de esta cistein-proteasa parece ser esencial para el dafio de la
mucosa intestinal y en consecuencia para la capacidad invasiva y la formacién

del abceso amibiano hepatico (92).

Se ha demostrado que una proteasa de 60 kDa pertenece a la clase de las
cistein proteasas debido a las siguientes observaciones: es capaz de degradar
péptidos con arginina en la posicion P1 y P2 en sustrato fluorogénico y su

actividad es inhibida por inhibidores de tiot-proteasas (89).
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Las fosfolipasas A son responsables del movimiento de fosfolipidos en la
membrana. Por otro lado, las lisofosfolipasas protegen a las células de ios

efectos liticos de los lisofosfolipidos, productos de la fosfolipasa A.

Se han encontrado dos fosfolipasas A2 Ia superficie de los trofozoitos de E.
histolvtica que estdn implicadas en el mecanismo citolitico mediado por
contacto de este pardsito: una de tipo cido y otra alcalina, con una actividad

maxima a pH 4.5y 7.5 respectivaments. La alcalina depende de Ca y mientras

que la acida no.

Se ha mostrado que la mayor actividad hemolitica de E. histolytica, la cual es
maxima a pH 8, con 1 mM de Ca, se focaliza en una fraccién vesicular
subcelular llamada P30, y se debe a la actividad de una fosfolipasa A. Vargas-
Villarreal et al. identificaron en P30, actividades de una fosfolipasa A2,

fosfolipasa A1, y lisofosfolipasa L1 (93).

Durante la fase citolitica y citotéxica, participan varios componentes

parasitarios, tales como las enzimas liticas, proteasas y fosfatasa &cida (AP).

La fosfatasa écida secretada por £, histolytica se produce en altas cantidades
. durante el intervalo de crecimiento estacionario. Asf mismo, son secretadas
actividades proteoliticas, y una proteasa de 80-85 kDa se identifica con la

fosfatasa écida (4).
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La fosfatasa acida asociada a membrana {MAP) de E. histolytica HM1:IMSS ha
sido purificada y caracterizada, concluyendose que la MAP es una proteina
glicosilada cargada ,negativamente o proteinas que forman un componente de
_alto peso molecular asociado principalmente con las membranas internas y su

Gptimo pH es 5.5 (6).

Las proteasas asociadas a la superficie amibiana (SPA) degradan al
componente C3, y esta habilidad de evadir el complemento es necesaria para la
invasion extraintestinal. Existen evidencias de una cormelacién entre SPA y

actividad colagenolitica, por lo tanto puede considerarse como un marcador de

virulencia in vitro (8).

Se han localizado también dentro de los grénulos citoplasmaticos una proteina

del tipo lisozima con actividad antibacterial,

Se ha detectado una proteina nueva, miembro de la familia de las
cisteinproteinasas. Esta proteina, llamada CP5 es hidrofilica y se asocia con la
membrana amibiana. Alguncs estudios han demostrado que que CPS se
encuentra presente en las vesiculas granulares y puede encontrarse en
diferentes éreas de la superficie de la amiba. Estos hallazgos implican que
después de la liberacién de CP5 desde los granulos citoptasméticos se asocia

con la superficie y puede ser retenida.

La localizacién de la enzima en la superficie de la amiba sugiere que CP5

interviene en la patogénesis y defe_nsa contra factores de! huésped (9).
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Actividad hemolitica y Eritrofagocitosis

Se conoce que el tipo mas importante de célula del huésped con ia que el

trofozoito interactua, son los glébulos rojos (54).

La actividad hemolitica de los trofozoitos de £ histolytica, consiste en la
capacidad de lisar erfitrocitos humanos y no se correlaciona con la virulencia.
Cuando los trofozoitos se retan con globulos rojos, ocumren tres eventos
simultaneos:

-actividad hemolitica

-eritrofagocitosis y

-digestitn de los eritrocitos.

Las células rojas especificamente pegadas a la superficie amibiana son
fagocitados en pocos segundos. Cuando este proceso ocurre, las amibas ksan
glébulos rojos externos y ta hemoglobina liberada puede ser detectada en los
sobrenadantes de las células participantes. Finalmente, las amibas comienzan
fa digestion de los eritrocitos fagocitados, tan pronto como son endocitados

(54).

La fagocitosis es un proceso mediante el cual la célula intemaliza particulas
mayores a 0.5 micras dentro de vacuolas por medio de un mecanismo que
requiere la polimerizacién de actina. Es un fenémeno complejo iniciado por la

interaccion de moléculas de superficie de la célula ingerida y la fagocitica.
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Los trofozoitos de E. histolytica son fagocitos profesionales con una gran
capacidad para intemalizar gran variedad de materia particulada y células. Esta

. actividad se relaciona con la patogenicidad del parasito.

Se han descrito dos diferentes procesos de eritrofagocitosis, uno clasico y uno
por succién.La fagocitosis clasica involucra la invaginacion de ia membrana
plasmética, y el mecanismo de succién consiste en que una pequefia porcion de
la membrana del eritrocito estd en contacto con el trofozoito, mientras que su

contenido esta siendo internalizado.

Existe otro mecanismo, en que el eritrocito se sumerge en la membrana de
superficie, sin la formacidn de invaginaciones membranales y no parece haber
participacién del citoesqueleto amibiano. La induccién de estos diferentes tipos
de eritrofagocitosis depende de ia rigidez de la membrana plasmatica de la

célula blanco {34).

La hemoglobina es una proteina importante de los eritrocitos humanos, por lo
tanto, su degradacién y utilizacion es un mecanismo de alta virulencia. Se han
identificado tres proteasas de E. histolytica que degradan hemoglobina de
diferentes fuentes {porcina bovina y humana) con pesos moleculares de 116,82
y 38 kDa y con pH éptimo neutro, que probablemente comesponden a cistein-

proteasas (83).
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Otras proteasas amibianas

Se ha demostrado la actividad de hialuronidasa en muiltiples cepas de E.
histolytica, sin embargo, esta actividad enzimatica no se ha relacionado con la
patogenicidad. Otras enzimas de la amiba son tripsina, pepsina, gelatinasa, y
enzimas hidroliticas para caseina, fibrina y hemoglobina, las cuales son
inhibidas por el suero. E. histolytica tiene una proteasa cetepsina 8 de 16 kDa,

pH Optimo 5.0, inhibida por ia macroglobulina beta-2 del suero y que tiene un

efecto citopatico de liberacién celular.

Se ha postulado una citotoxina o enterotoxina de secrecién amibiana como un
mecanismo que contribuye a fa enfermedad en humanos. Sin embargo, los
estudio realizados muestran que el dafio a la mucosa del colon ocurre

solamente en el sito de adhesién amibiana, pero no excluyen un efecto

enterotoxigénico.

Se ha descrito que E. histolytica posee un metabolismo eminentemente
anaerobio. Se ha reportado que cultivos de Ia amiba producen radicales libres

que son capaces de causar dafio biclégico (58).
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DEGRADACION Y EFECTO MECANICO

La patogenicidad de las amibas es un fenomeno multifactorial y los eventos que
ocurren a nivel de la membrana y que participan en la adhesién son importantes
para el efecto de destruccion cetular final. El entendimiento de los fenémenos
celulares y moleculares que ocurren durante la invasion del huésped requiere
del conocimiento de la composicion quimica y de las propiedades de la

membrana dei parasito.

Otro aspecto muy importante en las interacciones huésped-parésito durante el
efecto citopatico, ademas de la composicidn de la membrana, es conocer de
qué manera y con qué elementos se arreglan los fenémenos que se presentan
en la misma, como son ia adhesién, la endocitosis, la redistribucion de

proteinas de superficie, su movilidad por la emision de pseudépodos, etc.

Las propiedades de la membrana, y posiblemente la interaccién de elementos
del citoesquelsto con elia, le confieren al parasito cierto dinamisno, Esto, junto
con los diversos factores de virulencia, le dan al trofozoito la capacidad de
atravesar la mucosa intestinal y flegar a invadir 6rganos. En este proceso se
requiere también la capacidad de reconocer e interaccionar con los

componentes de la matriz extracelualr y posteriormente degradarlos.
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Se sabe gque la matriz extracelular juega un papel activo y complejo en la
regulacion del comportamiento de las células que se encuentan en contacto con
ella, influyendo en su desarrollo, migracion, proliferacién, forma y funciones
metabélicas. La matriz extracelular esta compuesta por varios tipos de

colagena, proteoglicanos y fibronectina.

Proteinas que unen colagena.

En la amibiasis invasora los trofozoitos degradan a las células y al tejido
conectivo def huésped. Una de las enzimas iiticas fiberadas es la colagenasa y
su actividad es mayor en aquellas cepas mas virulentas. Esta correlacién entre
actividad colagenolitica y virulencia indica que la colagenasa juega un papel

importante en el fenémeno de invasién tisular.

Con el fin de profundizar el conocimiento acerca de esta actividad se ha
purificade la enzima. Los resultados muestran que las proteinas capaces de
unirse a {a coldgena pueden degradaria, generando fragmentos de 75, 50 y 25
kDa, también generados cuando la coldgena es degradada por trofozoitos
vivos. Se ha determinado que esta actividad requiere de un pH neutro, inhibida
por EDTA, ortofenantrolina, suero y cisteina, lo que sugiere que se trata de una

metaloproteasa.
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Mediante experimentos de inmunofluorescencia indirecta se ha mostrado que
las proteinas que unen cotdgena son componentes de fa superficie de los
trofozoitos. Esta localizacién fue confirmada mediante experimentos de
inhibicién de la adt'\esién de los trofozoitos a fibras de colagena tipo L. Se han
aislado tres proteinas de superficie que unen colagena de 105, 56 y 30 kDa de
trofozoitos de E. histolytica por medio de cromatografia de afinidad, las cuales

son capaces de degradar colagena tipo | (36).

Se ha reportado que !a interaccion de colagena tipo | y Ca®" con trofozoitos
amibianos da como resultado una fosforilacidén de tirosina dependiente de!
tiempo de un homdlogo de pp125 FAK (proteina compleja de peso molecular
entre 120 y 130 kDa), lo que sugiere la participacién de esta proteina en la via

de sefalizacion traduccional para la expresién de genes en la amiba (61).
Receptor a Fibronectina (FN).

Se ha demostrado que los componentes de la matriz extracelular son
degradados por lo trofozoitos durante la invasion de la lamina basal y la
penetracion de la mucosa intestinal. Al unirse los trofozoitos a un sustrato
recubierto con FN, ei citoesqueleto de éstos se estructura formando las “placas
de adhesién”. Se propuso entonces que la interaccion entre ef citosqueleto y los
componentes de la matriz extracelular, en este caso la FN, se estaba dando a

través de una proteina de membrana { receptor a FN).
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Todos los receptores a FN conocidos en diferentes tipos celulares se han
clasificado como integrinas, un amplio grupo de moléculas heterodiméricas
{(cadena a y B} que funcionan obmo receptores de adhesion. Estas moléculas
receptoras son proteinas integrales de membrana que por uno de sus extremos
interaccionan o reconocen componentes de la matriz extracelular y por el otro,
componentes del citoesqueleto. Esta proteina tiene un peso molecular de 140

kDa y se localiza en la superficie de los trofozoitos.

Se han identificado dos diferentes proteinas que unen fibronectina en la
superficie del trofozoito, de 37 y 140 kDa, lo que sugiers que la interaccidn con
FN es mediada por al menos dos receptores que pueden reconocer diferentes

dominios en la molécula de FN.

La FN soluble al unirse a la superficie de los trofozoitos, es degradada y
usualmente internalizada. FN y otras proteinas incrementan la unién y las

actividades secretorias que llevan a la degradacidn de sustratos.

Se ha reportado la unién diferencial de los trofozoitos a FN y a fragmentos
proteoliticos de FN. En particular, el fragmento de 70 Kda, el cual coiresponde
a la terminacién amino de la molécula, y al fragmento de 120 KDa, que contiene

el dominio de unién celular y estimula la adhesién y migracién de los trofozoitos.
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Los fragmentos derivados de FN estimulan la adhesion y migracién de los
trofozoitos y en algunos casos, esta estimulacion es mas alta que en ta FN
intacta, por lo que la degradacion de ia FN y otras proteinas de ECM puede ser

un factor que promueva la motilidad y locomocion dirigida (25}.

La capacidad de locomocion y desplazamiento de las amibas se pueden

considerar como parametros de su patogenicidad.

Se conocen diversas moléculas que tienen capacidad para inducir procesos de
motilidad celular. En especial, las protefnas de la matriz extracelular transmiten
sefiales al interior de 1a célula. Estas a su vez, desencadenan una cascada de
respuestas dirigidas a provocar y regular un proceso. Este proceso puede ser
tan variado como lo son entre si la locomocion, fa exocitosis, cambios de forma,

la fagocitosis, la expresion de genes especificos y el metabolismo.

Se ha demostrado que la obstruccién de la interaccion de todas las proteinas
membranales con sus receptores o ligandos, inhibe la adhesion de las amibas a
sus blancos, y por consiguiente, todos los fenomenos de dafo celular que

suceden.

La presencia de miosina il en las placas de adhesién indica que las funcicnes
del citoesqueleto (CKS) se llevan a cabo en la forma clasica de complejos

actina-miosina,
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La localizacidn de miosina |, por otro fado sugiere la participacion de esta
miosina no-convencional en el movimiento de vesiculas secretoras en el
citoplasma y su posible acumulaciéon en las zonas de contacto membrana
amibiana -blanco, de donde se desprenderian para llevar a cabo la lisis o

degradacién de este (itimo.

Las miosinas | han sido propuestas como mediadores de la movilidad de la
base de la membrana dependiente de actina, asi como de! movimiento de
organelos, circulacion de vesiculas, fagocitosis, pinocitosis, o formacion de

lamelipodios.

Se ha identificado y analizado el gen que codifica para miosina 1B, La
comparacién entre el iltimo dominio de esta miosina de £ histolytica con
aquellos de otras amibas muestra la presencia de tres regiones distintas
caracterisiticas de miosina no convencional. La regidon mas corta

carboxilterminal de Ia miosina | es capaz de unir actina (95).

Los estudios con mensajeros secundarios han indicado que el calcio y la
calmodulina participan en algunas de las vias de transduccién e sefales
activadas por la unién a FN. Se sabe que la redistribucidn de! calcio de
compartimientos especiales al citoplasma, es un factor necesario para que se
lleve a cabo la unidn a FN. lgualmente, la participacion de calmodulina y su
activacidén por unién a calcio son factores necesarios para la reorganizacion de

las proteinas del CKS y al formacién de placas de adhesidn.



44

Se ha encontrado que las amibas regulan el pH interno utiizando un
intercambiador Na/protones y que la unién a FN produce una alcalinizacion del
citoplasma que se revierte una vez que desaparece el estimulo. Estos cambios,
son concomitantes con la activacion y traslocaciéon de cinasas del citoplasma a
la fraccion CKS-membrana y con el aumento en actina polimerizada que, a su
vez, preceden a la formacién de placas de adhesién y a la secrecidn de

proteasas.

Se ha encontrado que tanto los cambios de forma-celular, asi como el proceso
de diferenciacién de los trofozoitos a quistes, que implica cambios de forma,
motilidad y metabolismo, controlan los niveles de expresion del o los genes de
actina. Las sefiales que inducen la activacion de la PKC y el aumento de los
niveles de AMPc interno, y que sabemos promueven la polimerizacion de la

actina, estimulan la sintesis intensa del RNAm correspondiente (48).

La unidn a fibronectina induce la entrada de Ca en los trofozoitos y la elevacion
del calcio libre citoplasmatico tiene un efecto regulador en la organizacién del
citoesqueleto modificando el equilibric entre la actina soluble G y la actina
polimerizada F. Estudios realizados muestran que existe una correlacion entre
altos niveles de cAMP intracelular y los cambios que se observan en la

organizacion del citoesqueleto y la transcripcion del mRNA para actina (49).

La interaccidn del pardsito con FN también involucra la activacién de vias de
sefales de traduccién en las que ocumen fosforilaciones mediadas por la

proteincinasa C (PKC) acompafadas por aumento de inositol trifosfato y Ca.
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Todos estos eventos estan precedidos por una interaccién inicial de un receptor

para FN acoplado a proteina G, que puede activar algunas enzimas como Ia

adenilato ciclasa y fosfolipasa C (PLC). Por lo tanto, se ha llegado a Ia

conclusion de que las proteinas G y la PLC desempefian un papel activo en la

adhesion de E. histolytica a FN (87).

Cambios en las amibas como respuesta al estimulo inducido por FN

MENSAJEROS EVENTO
SECUNDARIOS
AMPc aumenta
PKC se transloca a la region CKS-membrana y se activa
tnositol trifosfato aumenta
[Ca” sale de compartimientos intracelulares
Calmodulina se une al calcio
pHi aumenta
Otras cinasas se activan y fosforitan varias proteinas
CITOESQUELETO
Actina Aumenta |la forma polimerizada
Se forman placas de adhesion
Se asocia a proteinas como a actina, vinculina,
tropomiosina y miosinas Iy II.
Proteasas Aumenta la secrecién al medio externo
Locomocién Aunque se adhieren fuertemente al sustrato, al

degradario se desplazan activamente.
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Se han propuesto proteinas de unién a actina para la répida reorganizacién del
citoesqueleto de_E, histolytica. Al analizar la secusncia gendmica y el cDNA de
la amiba, Ebert et al. identificaron un gen de 4,698 nucledtidos que codifica para
una proteina de 170 KDa. Andlisis con bases de datos reveld que mostraba
grandes similitudes con proteinas que unen actina como la gelsolina y la viiina

(22).

La migracién de _E. histolytica inciuye una serie de fenémengs, incluyendo la

extension de pseuddpodos, fiujo citoplasmatico y retraccidn del extremo final.

Durante el movimiento, la distibucién celular interma de actina cambia como
consecuencia de sefiales de traduccion del ambiente. La actina se polimeriza en
el extremo donde interactua como muchas otras proteinas. Por ejerﬁplo, la
miosina | y la actina ABP-120 han sido localizadas en los pseuddpodos de la

amiba.

Adicionalmente, la actina estd concentrada en las regiones posteriores de

amibas migrantes donde también se ha encontrado miosina il.

El complejo actinomiosina esta involucrado en Ié contraccidn de fa parte final y
en la actividad de movimiento del citoplasma, los cuales generan movimiento
amibiano. Los cambios morfoldgicos durante la migracion de E. histolytica estan
acompafiados de la formacién del uroide. Este apéndice de la parte posterior

de la célula se forma por invaginaciones de la membrana.
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Ligandos de recubrimiento como el complemento, lectinas o anticuerpos anti-
amiba se acumulan en el uroide y son eliminados por un constante
desprendimiento de la membrana. La eliminacién de ligandos téxicos,

contribuye a la sobrevivencia de la amiba.

La regulacion de! citoesqueleto esta bajo el contro! de pequerias proteinas de
unién a GTP pertenecientes a la familia relacionada con Ras. Estas GTPasas
funcionan mediante un ciclo entre una conformacién inactiva de unién GDP y
una conformacién GTP activa. Rac 1, una de estas proteinas, estimula la
pinocitosis y la acumulacion de filamentos de actina en la membrana plasmatica

formando membrana arrugadas.

Se ha encontrado que la proteina Rac G estd acumuiada en la regién del
uroide, donde otros componentes de! citoesqueleto se localizan. Guilién et al.
investigaron el papel de esta proteina, mostrando que la sobreexprasion de Eh-
Rac G interfiere con la regulacién del “encapsulamiento” y/o ta formacion del
uroide. La acumulacién de rac G en el urcide sugiere que la polimerizacion de
actina en este apéndice estd bajo el control de la via de sefializacién de Rac

(29).
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INMUNIDAD INESPECIFICA

Anatémicamente, el tubo digestivo esta formado por varias capas; la intema es
la mucosa, y determina la "luz’ o espacic donde se encuentra el contenido
intestinal; la externa es la serosa, capa lisa y brillante formada por e! peritoneo.
La mucosa esta formada por una sola capa de células epiteliales; por debajo de
elfla se encuentra la lamina propia, con buen nimero de células maduras
efectoras del sistema inmune de las mucosas, que se encargan de la defensa
contra las infecciones por los agentes que I[egén por la via oral. Bajo la lamina
propia se encuentra |a capa submucosa y envolviendo a ésta se halla la capa
muscular, formada por masculo liso responsable del peristaltismo, movimiento

involuntario del intestino que impulsa el bolo alimenticio.

La respuesta inmune de las mucosas estd sujeta a mecanismos Gnicos,
especialmente en cuanto a las funciones de reconocimiento y efectoras. A ella
no se aplican ciertos dogmas de la respuesta inmune periférica, especialmente

los concemientes al manejo de ios antigenos.

Se ha demostrado que las células epiteliales intestinales (CEI) tienen un papel
activo en el manejo de los antigenos, ya que pueden expresar moléculas de
histocompatibilidad de clase I, las cuales eran consideradas como exclusivas

de las células presentadoras de antigeno “profesionales”.

Por otra parte, al entrar en contacto con los patdgenos adherentes en ia

mucosa, 1as CEl secretan interleucina 8, mediador quimiotactico (44).
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Cuando los patégenos adherentes colonizan la mucosa intestinal, sus antigenos
son capturados y procesados por los odrganos linfoides localizados
inmediatamente por debajo de las mucosas, que en el intestino delgado son

llamadas "placas de Peyer”.

En tos ultimos afos ha quedado claro que la inmunidad local de las mucosas
inducida por la infeccién previa con un patégenc adherente protege mejor y
permite respuestas inmunes mas rapidas y eficientes contra infecciones
subsecuentes por la misma especie de patégenc que la inmunidad sistema

inducida por vacunacion parenteral.

Las amibas, formas vegetativas o trofozoitos, del parasito Entamoeba
histolytica, colonizan y dafian la mucosa del intestino grueso, causando la
amibiasis intestinal. De ahi las amibas pueden diseminarse a otros 6rganos y
provocar la amibiasis extraintestinal. A pesar de la gravedad de los casos de la
amibiasis extraintestinal, la amibiasis intestinal es la manifestacién clinica mas
frecuente de enfermedad, la fuente de transmision de la infeccion y el blanco

natural para la vacunacion.

Las amibas histoliticas son fundamentalmente invasoras, porgue las lesiones
que causan consisten en zonas de necrosis alrededor de los sitios colonizados

por los parasitos.
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Al realizar estudios sobre el efecto de los lisados amibianos sobre
preparaciones intestinales se ha encontrado que la seiial microscépiqa mas
temprana de dafio es la formacidén de vacuolas transltcidas localizadas por
debajo de los nicleos de las células epiteliales, seguidas de desprendimiento

masivo y ruptura de la capa epitetial.

Dosis bajas inducen las vacuolas subnucleares descntas; con dosis intermedias
la capa epitelial comienza a separase de la ldmina propia y existe necrosis
incipiente de las células interglandulares; las dosis altas causan descamacion

masiva y destruccién de las células epiteliales interglandulares (44).

Las barreras contra ia infeccién de parasitos entericos incluye el pH Aacido
gastrico, enzimas digestivas, competencia con la flora normal y la mucosa que
cubre el intestino. El acido del estémago es una defensa efectiva contra los
trofozoitos pero no contra la forma de quiste.

Otro mecanismo de resistencia del huésped es la competencia de la flora
bacteriana por el fierro, la produccidn de metabolitos téxicos como acidos
grasos de cadena corta y los efectos de las enzimas bacterianas sobre los

trofozoitos.

Una defensa no inmune que bloquea la adhesidn al epitelio del colon de E.
histolytica es la destruccién de la lectina especifica a galactosa que se
encuentra en la superficie amibiana por proteasas pancreaticas, sales bibliares

y glicosidasas bacterianas.
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Las mucinas del colon son otra defensa importante contra la invasién ya que al
unirse al dominio que reconoce carbohidratos de la adhesina a galactosa,

previenen ta adhesion y destruccion de las células epiteliales intestinales.

Se ha demostrado /n vitro, que la répida liberacion de mucinas preformadas es
estimulada por el contacto de la amiba con las células colénicas,

aparentemente por medio de un mecanismo dependiente de proteincinasa C

(63).

En la lucha inmunitaria participan células con propiedades innatas de

destruccidn: neutrdfilos, macréfagos y las céiulas asesinas naturales {NK).

Los neutrdfilos concurren al sitio de la infeccidn, donde fagocitan al invasor, y
liberan, mediante suicidio, un arsenal de reactivos toxicos que destruyen
bacterias y parasitos en la zona de inflamacién. Entre estos compuestos estan
las defensinas, que son péptidos de 30 aminoacidos con actividad téxica para

los parasitos.

Se han determinado algunas condiciones en modelos murinos para inducir
Ulceras amibianas de! colon que permitan el analisis del papel de los neutréfilos

en la infecci6n intestinal amibiana.
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Ratones tratados con anticuerpos anti-neutrdfiios muestran una alta frecuencia
de lesiones, sugiriendo la importancia de los neutréfilos para limitar el dafio

tisular (75).

Los macréfagos migran hacia el sitio de infeccion para capturar al
microorganismo, diginéndolo en sus vacuolas endociticas mediante enzimas

digestivas.

Estas células desempeilan dos funciones fundamentales: eliminacién del
agente infeccioso mediante fagocitosis y por digestién intracelular, y la
degradacidn de proteinas del parésito a segmentos pequefios de polipéptidos,
para ser identificados por los T cooperadores. Estos procesos conducen a la
activacion de la células T cooperadora, con el objeto de inducir la sintesis y

secrecion de citocinas.

Las NK destruyen a las células infectadas mediante la actividad digestiva del

contenido de los granulos de secrecién y accidn de las perforinas.

Otro instrumento importante en la defensa inmune es el sistema del
complemento. Esta consituido por un conjunto de 23 proteinas cuya funcién es
eliminar microorganismos. La activacion de este sistema se da por dos
mecanismos: mediante la participacibn de anticuerpos y a través de la

activacion directa en la superficie del parasito.
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La destruccién del pardsito se da por la insercién de un canal formado por las
proteinas C5-C9 en la membrana, provocando la desintegracion celular. El
complemento también aumenta la eficiencia de captura por las células

fagociticas.

La infeccién por Entamosba histolytica causa dafio a las barreras de la mucosa
intestinal durante la invasidén a tejidos y estd asociada con una respuesta
inflamatoria del huésped caracterizada por la infiltracién de neutréfios en la

capa de la mucosa.



§5

INMUNIDAD ESPECIFICA

El sistema inmune esta constituido por 2 X10'? células linfociticas, la mitad de
elias son linfocitos B cuya funcién es la produccién de anticuerpos inducidos por
antigenos. Los anticuerpos son proteinas (inmunoglobulinas) que interaccicnan
de manera especifica con el microorganismo y sus toxinas. La otra mitad son
los finfocitos T que fueron reclutados en el timo durante la edad temprana del
individuo. Alli se someten a un proceso de ensefianza que les habilita para

reconocer a los antigenos extraiios y distinguirlos de los propios.

Los linfocitos T y B son errantes entre los tejidos del cuerpo en la mayor parte
del tiempo, manteniendo una vigilancia continua en busca de antigenos
derivados de los microorganismos o tumores. Los linfocitos producen
sustancias que interfieren con la infeccidn. Estas sustancias conocidas como
citocinas estimulan {a propagacion, diferenciacién y maduracién celular, con el
proposito de hacer mas eficiente la actividad de defensa mediada por células.
Las citocinas regulan concertadamente la activaciéon e inhibicion de diversas

funciones microbicidas de diferentes células de! sistema inmune.

La identificacion del antigeno se puede dar mediante el receptor de las células
B (inmunoglobulinas de superficie) induciendo la produccidn de anticuerpos que

reaccionan especificamente con ef patégeno.
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Las células T portan en su superficie el TCR que reconoce segmentos de
péptidos de 9 a 12 aminoacidos derivados de la degradacion de los

microorganismos en &l interior de los macrofagos.

Las células T activadas estan constituidas por diversas subpoblaciones, unas
gobieman los procesos inmunes (Tcooperadoras), mientras que otras (T

citotdxicas) conducen la destruccion de células infectadas por parasitos.

Para el reconocimiento y la induccion de la respuesta inmune participan cuatro
tipos de receptores celulares para antigenos: inmunoglobuiinas, TCR, complejo
mayor de histocompatibilidad | (MHCI) y MHCII. MHC-l se encuentra en todas
las células del organismo, mientras que MHCIl en células presentadoras de

antigeno.

Los anticuerpos reconocen por lo general a los antigenos integros, mientras

que las células T dnicamente fragmentos lineales de las proteinas.

Las citocinas son, por lo menos, 18 proteinas encargadas de la comunicacion
intercelutar, de promover la propagacion celular, la conversién a células con
facultad en citotoxicidad, mantener el equilibrio de funciones celulares, lograr la

eliminacién correcta del microorganismo y reparar el tejido dafiado.

La continua interaccidon entre el trofozoito y el huésped ha permitido el
dasarrolio de mecanismos eficaces de defensa, pero también se han generado

diversas tacticas de evasion de la amiba al rechazo inmune,
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Para ello e sistema inmune también ha desarrollado una diversidad de
mecanismos dirigidos por las células T que, a pesar de ser incapaz de eliminar

completamente la infeccion, no permite una elevada mortalidad por amibiasis.

INMUNIDAD HUMORAL
Produccién de anticuerpos.

A consecuencia de la infeccién amibiana en el humano, se generan anticuerpos
contra el parasito en niveles elevados. Estos anticuerpos se encuentran en
todos los fluidos bioldgicos del oréanismo y contribuyen al balance entre la
infeccion y el rechazo. En el modelo de absceso amibiano en ratones SCID se
ha observadoe que al inocular en el higado anticuerpos contra una de las
proteinas de superficie amibiana (antigeno SREHP) no se desarrolla el absceso
amibiano. En cambio, en los ratones que no recibieron anticuerpos se originé el
absceso. También se observé que los anticuerpos que inhiben Ia adhesién del
trofozoito a monocapas de cultivo celular son competentes para prevenir el

desarrollo del absceso.

Contrariamente a estos resultados, Tsutsumi Yy su grupo observaron que los
anticuerpos fueron ineficaces para impedir la formacién de abscesos en el
modelo del hamster. Calder6n et al. encontraron gue los anticuerpos de
pacientes con amibiasis contrarrestan la adhesidn el trofozoito a monocapas

celulares, reduciendo el dafio en el tgjido (1 8).
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La subunidad pesada de 170 kDa de la lectina Gal/GaiNAc es el antigeno mas
reconocido por e! sistema inmune. Los anticuerpos anti-lectina impiden la

adhesién in vitro y la destruccién de células.

Otros antigenos incluyen las glicoproteinas de superficie de 37 y 90 kDa y la

glicoproteina citoplasmatica de 59 kDa.

El desarrollo de la respuesta humoral no provoca resolucién espontanea de
colitis amibiana o absceso hepdtico, pero si contribuye a la resistencia de

subsecuentes enfermedades invasivas.

Una de las defensas especificas mas importante contra E._ histolytica es la
respuesta secretora IgA. De hecho, durante la amibiasis, los anticuerpos 1gA
contra el parasito se secretan en fluidos humanos como secreciones del colon,

saliva y calostro.

Los anticuerpos 1gA inhiben la adhesion de los trofozoitos a células epiteliales,

impidiendo su destruccidn.

Debido a la memoria inmunoldgica por infecciones pasadas, la glandula
mamaria secreta durante la lactancia anticuerpos contra patégenos que han
infectado a ia madre los cuales son recibidos por el nifio. Debido a que en
México la amibiasis es endémica, se espera que la frecuencia de anticuerpos

contra este protozoario en el calostro humano sea alta.
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Anticuerpos 1gA purificados de calostro humano tienen efecto inhibidor sobre la

actividad proteolitica de E. higtolyvtica (72).

Una glicoproteina de 35 kDa de la membrana de E. histolytica parece ser

relevante en la respuesta inmune de humanos.

Esta proteina es muy sensible para detectar anticuerpos y discriminar si la
amibiasis esti presente o no. Asi mismo, se ha encontrado una respuesta
inmune secundaria a la proteina en el suero de pacientes con absceso hepatico

amibiano caracterizada por anticuerpos IgG e IgA (21).

Complemento.

Para indagar si el sistema del complemento participa en el rechazo de la amiba
se ha analizado si el suero humano afecta a los trofozoitos, observandose que
tanto el suero carente de anticuerpos anti-amiba como el suero inmune poseen
la propiedad de desintegrar a fa amiba mediante la activacion del complemento
por la via clasica. De manera andloga se ha demostrado que el parasito

también es destruido mediante la activacion del complemento por la via alterna.

También se ha observado que , al pegarse C3 del complemento a la superficie
de 1a amiba, se convierte a C3b, confiriendo una sefal en las amibas mediante
la cual pueden ser reconocidas por macréfagos a través de sus receptores para

los elementos del complemento.



Al analizar estas reacciones se ha encontrado que se asocian a la superficie del
trofozoito 35 millones de moléculas C3b, convirtiendo a las amibas en un blanco

muy atractivo para el ataque de los macrdfagos {44).

Participacion de interleucinas.

La IL-8, una quimiocina de la familia C-X-C, tiene la capacidad de atraer y
activar neutrofilos v puede jugar un pape! crucial en fa regulacion del acumulo

de neutréfilos en la mucosa intestinal,

El mecanismo involucrado en regular |la produccién de IL-8 requiere el contacto
amiba-célula y la liberacidn de IL-1 preformada & partir de células lisadas, las

cuales ejercen efecto en fas células intactas remanentes (100).

Se han reafizado estudios para comprobar si E. histolytica causa la induccidn de
IL-8 a partir de céluias epiteliales en la ausencia de confacto céluia-célula,
encontrandose que ios componentes solubles amibianos pueden estimular

directamente 1a induccion de esta citocina sin el mencionado contacto o lesién.

Por lo tanto, la liberacion de IL-8 a partir de células de la mucosa epitelial en
respuesta contra £, histolytica juega un nuevo pape! en la iniciacién de la
inflamacién aguda de!l huésped en la amibiasis intestinal antes de que ocurra el

contacto célula-célula o una lesion que lleve a colitis amibiana (100).
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Cierta citocinas como la IL-1, IL-6 y el factor de necrosis tumorat (TNF) se

consideran importantes inductores y reguladores de |a respuesta de fase aguda.

Por otra parte, los pacientes con absceso hepético amibiano muestran en el
suero elevados niveles de ofros marcadores de fase aguda como C3, proteina

C-reactiva y albamina disminuida, indicando el desarrolio de una respuesta

inflamatoria del higado.

Experimentos para identificar citocinas en el suero de pacientes con absceso
hepatico amibiano muestran la ausencia de TNFa e IL-1, sugiriendo ia accién
de un mecanismo regulador que disminuye la concentracion sistémica de estas
citocinas inflamatorias durante la fase aguda cuando la inflamacién y |a

dastruccion de tejido se presentan.

In vitro, tanto el TNF como la IL-1 muestran una accidén anti-proliferativa en
hepatocitos humanaos, por lo tanto, se infiere que la ausencia de estas citocinas

podria conferir una ventaja homeostatica al tejido hepatico dafado por la

infeccion.

Por el contrario, el estudio muestra una alta concentracién sistémica de IL-6.
Esta citocina tiene un efecto proliferativo en los hepatocitos. Se sugiere que la
IL-6 tiene un pape! primario a nivel sistémico como responsable de las
manifastaciones toxicas y febriles del absceso hepstico amibiano y localmente,
a nivel tisular contribuye a la regeneracidn homeostatica del tejido dafado por el

parasito (52).
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INMUNIDAD CELULAR

Los antigenos inducen una respuesta inmunolégica en las placas de'Peyer.
caracterizada por la diferenciacién y proliferacion de linfocitos, con actividad
citotoxica o capacidad de producir anticuerpos contra los antigenos de los

agentes infecciosos que los inducen.

Los linfocitos estimulados por los antigenos son captados y procesados en las
placas de Peyer y en los érganos linfoides comrespondientes de la mucosa
respiratoria, genitourinaria y otras, emigran primero a través de los vasos y los
ganglios linfaticos, luego pasan a la circulaciéon general, y ya maduros se
establecen en la lamina propia, capa subyacente a la mucosa, en las diferentes
regiones de los aparatos digestivo, respiratorio y genitourinario, y en las

gléndulas salivales, lacrimales, etc.

Mediante la inoculacidn de amibas a ratones por la vena porta a fin de facifitar
su migracion al higado, se encontrd la formacion abscesos amibianos en el
higado de ratones SCID (ratones con inmunodeficiencia aguda, que carecen de
linfocitos B y T), pero no hubo abscesos en el grupo de ratones normales. Estos
hallazgos sugieren que por carecer de linfocitos, los ratones SCID no poseen
funcién defensora, lo cual demuestra que éstos conducen la respuesta inmune

contra la amibiasis hepatica (18).
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Diversos estudios in vitro e in vivo, han mostrado que el macréfago activado y
los eosindfilos estan involucrados en la destruccion de la amiba. Sin embargo,
en los estudios con ratones SCID no se vio la accion del macréfago para limitar
el absceso hepdtico, lo que podria sugerir su nula participacion. Pero se debe
tener en mente que para lograr una proteccion eficaz se requiere de la
activacion del macréfago por efecto de las citocinas generadas principalmente
por los linfocitos T cooperadores, funciones que en el ratén inmunodeficiente

estan suprimidas (18),

Se ha sugerido que en estadios tempranos de infeccién en el higado, las
amibas atraen células inflamatorias que destruyen el parénquima humano
después de la lisis. En etapas avanzadas, la destruccién de tejido se vuelve
mayor, produciendo dreas extensas de necrosis asociadas con reacciones
inflamatorias. Por lo tanto, algunos factores producidos por céluias del huésped

participan en el desarmollo de ia necrosis,

Uno de los factores que puede participar en el dafio tisutar es el éxido nitrico,
que es producido por macréfagos, neutrdfilos, células endoteliales o hasta
hepatocitos cercanos a amibas. Por lo tanto, el (NO) no necesariamente inhibe
la proliferacion del parasito, como se ha mostrado en estudios in vitro, sino por
el contrario la sobreproduccion de (NO) por células inflamatorias o células

dafadas del higado contribuyen a la extensién del abscesc hepético amibiano.
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Los hamsters con absceso hepatico amibianc producen {(NQO) que se detecta en
suero. Los niveles de {NO) se cormrelacionan directamente con el grado de daio

hepatico, sugiriendo que esta molécula participa en el dafio tisular (60).
Se ha reportaﬂo que en un estudio con ratones BALB/¢,_E. histolytica es capaz
de producir dafio hepatico en la ausencia de células inlfamatorias y éstas tiene

un papel de proteccion parcial en la infeccién amibiana (97).

La destruccion de los trofozoitos de Enfamoeba hisfolytica por fagocitos

involucran mediadores oxidativos y no oxidatives. Se ha demostrado que el
(NO) es la molécula con mayor citotoxicidad liberada por macréfagos activados
y el oxigeno y el perdxido de hidrégeno pueden ser cofactores para la molécula

efectora (42).

Se ha estudiado el destino y la localizacion celular de proteinas antigénicas
amibianas durante estadios tempranos de invasion al higado de hamsters por
E. histolytica, encontrandose que los trofozoitos son capaces de liberar o
secretar moléculas antigénicas durante la invasion y estas moléculas son

capturadas por células sinusoidales y parenquimaies hepaticas (98).

Debido a que la mayoria de los hepatocitos que contienen antigenos amibianos
en el citoplasma presentan diferentes grados de dafo celular, se ha planteado

que los antigenos pueden ser dafinos.
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Por otra parte, el antigeno amibiano en las células endoteliales constituye una
sefial para secretar otras sustancias por el endotelio, que pueden actuar como

moléculas proinflamatorias (98).

E! analisis morfoldgico secuencial muestra que la invasién amibiana desde la
cavidad peritoneal al parénquima hepaético es precedida por una reaccién aguda
inflamatoria producida por los parasitos en la cavidad peritoneal.

En la cavidad peritoneal, las células inflamatorias rodean e interactGan con los
trofozoitos formando elongados y pequefios foci que se adhieren y contactan
con la superficie del higado. El dafio al tejido parenquimal esta asociado con Ia
presencia de un infitrado agudo y crénico inflamatorio, la formacién de

granulomas, coalescencia y produccion de areas extensas de necrosis (86),
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EVASION DEL COMPLEMENTO

Entamoeba hisfolytica tiene varios mecanismos que le permiten evadir las
actividades liticas y anafilatdxicas del complemento, favoreciendo la invasién de

la mucosa intestinal y la diseminacion a sitios extraintestinales, como el higado.

Se ha demostrado e potencial del pardsito para prevenir las propiedades
vasodilatadoras y quimiotacticas de los componentes del complemento C3a y
C5a (producidos por activacién de la cascada del complemento), ya que éstos
son degradados por la cistein-proteasa amibiana. La inhibicién de la lisis por
complemento en los pasos terminales del ensamblaje de C8 y C9 para formar el
complejo de ataque a membrana se lleva a cabo in vitro por la adhesina
especifica a galactosa del parésito. Se ha reportado que la fectina comparte
secuencia de identidad (en el dominio rico en cisteina de la subunidad de 170
kDa) y cruza antigénicamente con CD59, un inhibidor humano del ensamblaje

deC8yCoO.

El dominio extracelular rico en cisteina es el sitio al que se unen anticuerpos
monoclonales que inhiben e incrementan la adhesion y causan anulacién de la

resistencia C5b-9 (18).
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EACTOR INHIBIDOR DE LA LOCOMOCION DE MONOCITOS

Entamoeba_histolytica secreta un factor inhibidor de la locomocion de monocitos
{MLIF), pequeiio y estable al calor, que bloquea ia respiracién de macréfagos v

neutréfifos e inhibe la migracion de monocitos (63).

in vivo, se ha chservado que el MLIF retarda la llegada de leucocitos
mononuclares (la mayoria monocitos). Al agregar MLIF a una reaccion de
hipersensibilidad tardia de contacto cutdneo, caracterizada por causar
infiltracion de monocitos se observa que este factor inhibe de manera efectiva
los componentes tardios de la reaccidn inflamatoria. Es decir, actua a nivel de

marginacion, adhesién y diapédesis de monocitos en el espacio intersticial (36).
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FORMACION DE CASQUETE

Una de las caracteristicas del trofozoito es el enorme dinamisno de su
membrana, posee un reciclamiento continuo con membranas intracelulares y
una marcada movifidad de las proteinas de superficie. Cuando los anticuerpos
se unen a la amiba, se forman entrelazados con los antigenos, los cuales son
movilizados para formar un casquete polar evaginado, acarreando con ello la
mayoria de los anticuerpos. Minutos depués se desprende dei trofozoito. Este
fendmeno de exfoliacién es un mecanismo importante e evasién de ia amiba al

efecto nocivo del anticuerpo (18).

Por lo tanto, a pesar de que durante la infeccidn con E. histolytica se desarrolla

una respuesta de anticuerpos especificos, éstos no son protectores.
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DEGRADACION DE ANTICUERPOS

La cistein-proteasa, la proteasa extracelular mas importante, es capaz de
hacer hendiduras en la cadena pasada de |gG mono y policlonales en la fase
fluida de una manera dependiente de tiempe y dosis. Los anticuerpos

irrumpidos no pueden unirse a la superficie del trofozorto.

Se ha demostrado que la eficiencia de la respuesta humoral del huésped puede

estar limitada por esta accion de la cistein-proteasa contra anticuerpos 1gG (79).

De la misma forma, se ha descrito que las cistein-proteasas tienen una potente

actividad degradativa sobre anticuerpos igA (69).
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SUPRESION DE LA INMUNIDAD CELULAR

Las infecciones por Entamoeba histolytica estéan asociadas con supresién de la

inmunidad cetular. Los macréfagos de animales infectados con la amiba son
deficientes en funciones efectoras. Se sabe que la amiba modula la respuesta
de macrdfagos provenientes del absceso hepatico amibiano mediante el

decremento en la produccion de TNF.

Los niveles de TNF aumentan en estos macréfagos cuando son pretratados con
r-IFN gamma o con indometacina. Mas aun, los macrofagos derivados del
absceso amibiano hepatico producen niveles elevados de prostaglandina E

(PGE) en respuesta a_E._histolytica, in vivo e in vitro.

La amiba suprime la sintesis de la molécula de superficie “1a” en macréfagos
inducida por {FN y la expresion de RNAm-labeta por un mecanismo
dependiente de PGE. Las evidencias muestran que el PGE puede regular la

respuesta inmuna celular particularmente en infecciones parasitarias.

La infeccién con trofozoitos de_E. hisfolytica induce un increments significativo

en la sintesis de PGE, local y sistémico.

El PGE es un agente modulador que puede tener efectos particutares en
diferentes tipos de células. induce la proliferacion celular y la produccién de
inmunoglobulinas y tiene un efecto sinergista con IL4 (citocina TH2) para

aumentar la produccion de IgE e IgG.
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Puede modular las funciones del macréfago, suprimiendo la produccion de
citocinas TH1 (IL-2 e IFN-g) e inhibir la profiferacion de células T por mitégenos.
Se ha reportado que durante la infeccion, existe una supresion de la funcion de!

macréfago mediada por PGE (78).

Se ha sugerido que fa amiba puede tomar ventaja de estimulos inflamatorios
como son IL-1 e IFN-gamma ya que éstos incrementan la union al epitelio del

colon (24). .
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CONCLUSIONES

La vacunacioén es uno de ios medios mas eficaces y baratos para prevenir las
enfermedades infecciosas. Sin embargo, el desarrolio de nuevas vacunas que
ayuden a prevenir las enfermedades de mayor incidencia en los palses pobres
estd practicamente paralizado porque e! mercado de farmacos nuevos es

mucho mas lucrativo que el de vacunas.

El desarrolio de vacunas orales eficaces contra patdgenos adherentes depende

de avances en el conocimiento de dos areas clave:

a) la inmunidad de las mucosas y

b) los mecanismos patogénicos de los agentes infecciosos, particularmente la
identificacion y caracterizacion de los factores moleculares que provocan las
alteraciones estructurales y metabdlicas en las enfermedades infecciosas.
Estos probablemente pudiesen servir como antigenos en las vacunas

correspondientes.

En los ditimos afos ha quedado claro que la inmunidad local de las mucosas
inducida por la infeccién previa con un patégeno adherente protege mejor y
permite respuestas inmunes mas rapidas y eficientes contra infecciones
subsecuantes por la misma especie de patdgeno que la inmunidad sitémica

inducida por vacunacién parenteral.
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Un primer paso para abordar el problema de la amibiasis es la identificacidn de
una bateria de antigenos amibianos que estimulen en el humano las respuestas
dirigidas por células inmunés, por ejemplo en antigeno SREHP y la adhesina

P170 que se encuentran en la superficie de la amiba.

£1 andlisis morfolégico que se ha hecho de las etapas tempranas de la infeccion
hepatica amibiana en varios modelos experimentales, tanto los considerados
susceptibles como los considerados resistentes, ha proporcionado informacién
importante referente a las componentes celulares del huésped que podrian
estar participando tanto en la destruccién del tejido hepatico o durante el

rechazo de la infeccién parasitaria.

Tanto las proteinas que unen coldgena como la proteina de 140 kDa que
funciona como receptor a la fibronectina son moléculas involucradas en e!
proceso invasivo. Moléculas como la lectina de 220 kDa pueden cumplir una
doble funcién: por una parte convertirse en blanco y , a la vez, modulador de la
respuesta inmune de! huésped, y por otro, participar de manera importante en
ol fenémeno de adhesion, paso crucial en la interaccion huésped-parasito que

finalmente permitira a los trofozoitos iniciar todo su mecanismo de invasion.

En los diferentes aspectos de la patogenicidad de las amibas se requiere de la

motilidad coordinada del parasito.
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Esto se refleja tanto en la locomocién de los trofozoitos como en su adhesién Y
en los movimientos dentro del citoplasma que aseguran la secrecién de
proteasas y la fagocitosis. La motilidad en sus diversas manifestaciones

depende de la integridad y funcionamiento del citoesqueleto.

A partir de los genes que codifican para ios granulos electrodensos se pretende
insertar éstos en sistemas de expresion que ofrezcan la posibilidad de
modificaciones postraduccionales, como son las levaduras y las células de
mamifero, a fin de obtener inmundgenos en cantidades ilimitadas y probar su
_ eficiencia en modelos animales que posteriormente puedan ser retados a
amibiasis intestinal o induccién de absceso hepatico amibiano. Ademas se
puede pensar en la obtencién de una vacuna a partir de una cepa atenuada de
Salmonella con doble mutacién que permita fa expresion de los genes de los
granulos electrodensos en el tracto digestivo y la induccién de una primera
respuesta inmune a nivel de mucosas.. antes de que el parasito penetre las

células epiteliales,

La adhesina de 112 kDa parece tener también un papel activo en la fagbcitosis
y en la invasion de los tejidos, lo que la hace muy atractiva para tratar de
desarrollar métodos que bloqueen la accion de esta molécula y que, por lo

tanto, bloquen el proceso agresor de_Entamoeba histolytica.
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Sin embargo, a pesar de los esfuerzos por desarrollar nuevas vacunas y la
utilizacion de farmacos, la amibiasis sigue siendo un problema muy importante
de saiud publica en nuestro pais, ya que la pobreza y la falta de higiene estan

siempre presentes.

La prevencién del contacto con ka amiba podria ser la forma més eficaz de
evitar el desarrollo de ia enfermedad: Para fograr esto, se debe conscientizar a

la pobtacion para que mejore sus habitos de higiene.
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