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La amibiasis se define como la infec-
cién producida por el protozoario pa-
rasito Entamoeba histolytica, la cual se
caracteriza en su fase invasiva por la
destruccién de células y tejidos de
los 6rganos infectados. Esta parasito-
sis es adquirida por la ruta fecal-oral,
a través del consumo de alimentos o
agua contaminados con los quistes de
las amibas, es decir, con la forma re-
sistente del pardsito.

Esta parasitemia tiene una distri-
bucién mundial. En 1984 se estimé la
existencia de aproximadamente 500
millones de individuos infectados
en el mundo y alrededor de 100,000
muertes por afio, la mayoria ocasio-
nadas por complicaciones extrain-
testinales como el absceso hepadtico
amibiano (Walsh, 1986). De acuerdo
a estimaciones recientes de la Orga-
nizacion Mundial de la Salud, es la
cuarta causa de muerte debido a in-
fecciones por protozoarios después
de la malaria, enfermedad de Chagas
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y Leshmaniasis (Bulletin WHO 1997).
En México, la ultima (actualizar) En-
cuesta Seroepidemiolégica Nacional
realizada en 1998, mediante hema-
glutinacion indirecta con antigeno to-
tal amibiano, detecté un 87.41% de
seropositividad (de 67,668 muestras)
con titulos mayores a 1:160.

CICLO DE VIDA DE ENTAMOEBA
HISTOLYTICA

E. histolytica pasa en su ciclo de vida
por tres estadios sucesivos: el tro-
fozoito, el prequiste y el quiste. Las
formas de los tres estadios se pue-
den encontrar en las heces de perso-
nas infectadas. Sin embargo, la forma
predominante depende de que el in-
dividuo sea portador, tenga disente-
ria aguda, o heces semidiarréicas. Los
trofozoitos predominan en sujetos
con diarrea o disenteria y los quis-
tes estdn asociados a heces formadas.
Después de la ingestién oral de quis-
tes maduros por el hombre, éstos se



eclosionan en la parte baja del intesti-
no delgado (ileon) dando lugar a cua-
tro amébulas nucleadas, las cuales se
dividen formando ocho amibas uni-
nucleadas. Estas tltimas contindan
hasta el intestino grueso y aumen-
tan en nimero al dividirse por fisiéon
binaria. Estos trofozoitos pueden vi-

vir y multiplicarse indefinidamente
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dentro de las criptas de la mucosa del
intestino grueso, colonizando ciertas
regiones del colon y formando quis-
tes (amibiasis luminal) constituyendo
un ciclo no invasivo (Figura 1A).
(Albach y Booden, 1978). Sin em-
bargo, el 10% de la poblacién mundial
infectada con amibas desarrolla una

enfermedad invasiva, los trofozoitos
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Figura 1

Ciclo de la vida de Entamoeba
histolytica.

A. Fase no invasiva.

B. Fase invasiva.
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pueden llegar a invadir el tejido al li-
sar las células de la mucosa intestinal
y producir amibiasis tisular (Schmidt
y Roberts, 1981. Cuando se produce
la invasion, la lesion inicial ocurre en
el epitelio del intestino grueso, don-
de pueden encontrarse desde tlceras
pequenias superficiales hasta necrosis
confluente de gran parte de la muco-
sa, en la colitis amibiana fulminan-
te (Pérez-Tamayo and Brandt, 1975).
(Figura 1B).

La amibiasis intestinal tiene di-
ferentes formas de evolucién, entre
las que se encuentra la diseminacién
extraintestinal a través de los vasos
sanguineos. La localizacién mads fre-
cuente de amibiasis extraintestinal es
la hepética en donde las lesiones pro-
ducidas por las amibas en el higado
son llamadas abscesos: dreas bien de-
finidas en las cuales el parénquima
es reemplazado por material necré-
tico (Brandt and Pérez-Tamayo 1970;
Prathap and Gilman 1970). La morfo-
logia microscépica raramente justifica
el nombre de absceso para tales lesio-
nes, compuestas principalmente de
material necrético granular y eosiné-
filo caracteristico, con restos nuclea-
res considerables y pocas o ninguna
célula (Perez-Tamayo, 1986). Los tro-
fozoitos de E. histolytica se localizan
generalmente en los bordes de las le-
siones y la destruccion tisular estd cir-
cunscrita a las zonas invadidas por
las amibas (Brand and Pérez-Tama-
yo 1970; Prathap and Gilman 1970;
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Griffin and Juniper 1971). Se sugie-
re que el efecto destructivo puede no
ser exclusivamente debido a la accién
del parasito, sino también deberse en
parte a los mecanismos de defensa del
hospedero, incluyendo la lisis de cé-
lulas inflamatorias (Tsutsumi, et al.,
1984, Tsutsumi and Martinez-Palomo,
1988).

Dado que solamente el 10% de
la poblacién mundial infectada con
amibas desarrolla una enfermedad
invasiva, durante algin tiempo fue
controversial el considerar la existen-
cia de una o dos especies diferentes
del parasito. El primer caso implica-
ba que las amibas pudieran permane-
cer como comensales en el intestino
sin poducir dafio aparente, y que por
factores aun no bien conocidos pudie-
ran interconvertirse a pardsitos agre-
sivos e invasivos. El segundo caso
proponia la existencia de dos espe-
cies diferentes, una capaz de invadir
los tejidos, y otra diferente no pato6-
gena que siempre permanecia como
comensal. A este respecto, en una con-
sulta de expertos convocada por la
Organizacién Mundial de la Salud/
Organizaciéon Panamericana de Sa-
lud y la UNESCO llevada a cabo en
1997 en la Cd. De México y basados
en datos bioquimicos, inmunolégicos
y genéticos, se llegé a la conclusion
y la aceptacién de la existencia de
dos especies indistinguibles morfolo-
gicamente, E. histolytica y E. dispar co-

nocidas previamente como patdgena



y no patdgena respectivamente, y de
ambas especies, E. histolytica es la tini-
ca con capacidad de causar una infec-
cién invasiva.

El replanteamiento de la existen-
cia de dos especies de amibas que in-
fectan al hombre, y la aceptacion de
E. dispar como una especie de proto-
zoario distinto pero estrechamente
relacionado a E. histolytica, ha tenido
implicaciones epidemiolégicas pro-
fundas, ya que la mayoria de las in-
fecciones asintomaticas encontradas
en el mundo se atribuyen ahora a E.
dispar es decir 450 millones de los in-
dividuos infectados lo estdn con E.
dispar y solo 50 millones lo estdn con
E. histolytica (Jackson, 1998). Dado
que las dos especies son indistingui-
bles morfolégicamente, ha sido ne-
cesario replantear la implementacién
de técnicas diagndsticas especificas
que las distingan para el diagnéstico
apropiado de individuos en riesgo y
evitar quimioterapia inapropiada e
innecesaria.

Basandose en las evidencias de la
existencia de dos especies de amibas
que parasitan al hombre, actualmen-
te la Organizacion Mundial de la Sa-
lud ha establecido lineamientos de
investigacion con respecto a la ami-
biasis dentro de la que se encuentra
la estimacién de la distribucién de E.
histolytica y E. dispar en la poblacién
mundial.
http:/ /emedicine.medscape.com/article /996092-
overview#showall
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MECANISMOS DE
PATOGENICIDAD DE
ENTAMOEBA HISTOLYTICA

E. histolyticalisa células y tejido conec-
tivo del huésped durante la invasién.
Aunque no se conoce completamen-
te a todos los factores y mecanismos
que participan en la invasion y des-
truccién de los tejidos del hospedero,
se han propuesto una serie de even-
tos necesarios para que la amiba pue-
da manifiestar su cardcter invasivo:
a) Adhesién; b) Activacién de los me-
canismos de dafio tisular de la amiba;
c) Fagocitosis.

En cada una de estas etapas se han
identificado algunas proteinas aso-
ciadas con virulencia, incluyendo: 1)
lectinas que median la adherencia de
los trofozoitos a las células epitelia-
les; 2) un péptido formador de poros
capaz de lisar las células epiteliales
del intestino, hepatocitos y células de
defensa del hospedero; 3) la secre-
cién de cistein-proteasas que juegan
un papel clave en la invasién de los
tejidos y en la evasion de la respues-
ta inmune, y 4) la motilidad del pard-
sito para invadir capas profundas
del colon (Espinosa-Cantellano, 2000;
Samuel et al., 2001).

ADHESION A CELULAS BLANCO

Las proteinas de superficie de los tro-
fozoitos parecen tener un papel muy
importante en la etapa inicial de re-
conocimiento de la amiba a su célula-

blanco o a sustratos especificos. Esta
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etapa inicial es de gran importancia,
ya que es el paso limitante para que
se inicien los mecanismos agresivos
de las amibas.

En este primer evento se ha su-
gerido la participacién de moléculas
de superficie especificas. En trofoz-
oitos de E. histolytica se han descri-
to y caracterizado lectinas especificas
para diferentes carbohidratos (Kobi-
ler and Mirelman, 1980; Ravdin et al.,
1985b; Arroyo and Orozco, 1987; Ro-
sales-Encina et al., 1987) que median
los eventos de adhesién de las amibas
a las células blanco.

Una de las principales lectinas que
participan en el proceso de adhesion
y la mejor caracterizada es la lectina
especifica para galactosa/N-acetil
galactosamina (Ravdin et al., 1985b;
Petri et al., 1987). Esta lectina es una
glicoproteina de 170 kDa asociada a
membrana, la cual estd unida a una o
mads subunidades de 35 kDa o 31 kDa
por un puente disulfuro (Petri et al.,
1989; Vines et al., 1998). La subunidad
de 170 kDa inmunodominante es la
que contiene el dominio de unién a
carbohidrato y una cola citopldsmi-
ca corta que podria estar involucrada
en procesos de sefializacién de la mo-
lécula (Vines et al., 1998). Esta lecti-
na media la adherencia a la mucosa
del colon humano y a las células epi-
teliales, y su unién con galactosa evi-
ta la citélisis mediada por contacto. El

papel fisiolégico de esta lectina en los
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procesos de adhesién, fue confirma-
do recientemente con el uso de mu-
tantes de células CHO que carecen
de actividad N-acetyl glycosaminyl
transferasa I, por lo que carecen de
galactosa-NH,-terminal o de N-ace-
til galactosamina. Estas mutantes son
resistentes a la adhesién y citotoxici-
dad mediada por E. histolytica (Li et
al., 1989).

ACTIVACION DE LOS
MECANISMOS DE DANO

The trophozoites of E. histolytica lyse
the target cells by using lectin to
bind to the target cells’ membranes
and using the parasite’s ionophore-
like protein to induce a leak of ions
(ie, Na*, K*, Ca*) from the target cell
cytoplasm. Numerous hemolysins,
encoded by plasmid (ribosomal DNA
[rDNA]) and cytotoxic to the intesti-
nal mucosal cells, have been descri-
bed in E histolytica. An extracellular
cysteine kinase causes proteolytic
destruction of the tissue, producing
flask-shaped ulcers (see following
image). Phorbol esters and protein ki-

nase C activators augment the cyto-

lytic activity of the parasite.




Después del reconocimiento celu-
lar o del sustrato especifico en MEC,
los trofozoitos son capaces de produ-
cir y/o liberar enzimas hidroliticas
y citoliticas, incluyendo una expre-
sion abundante de cistein-proteasas,
(Reed et al., 1989; Keene et al., 1996) y
un péptido formador de poros (ame-
bapor) involucrado en la lisis celular
(Lynch et al., 1982; Rosenberg et al.,
1989; Young et al., 1982; Young and
Cohn 1985, Leippe et al., 1991). La in-
teraccion es seguida por un efecto ci-
tolitico (Ravdin and Guerrant 1981,
1982; Ravdin, 1986; Martinez-Palomo
et al., ?? 1985), o por la degradacién
de componentes de MEC (Keene et
al., 1986; Schulte et al., 1987; Talamés-
Rohana and Meza, 1988; Schulte and
Scholze 1989).

CITOLISIS MEDIADA

POR CONTACTO

La adhesién de E. histolytica a la mu-
cosa del colon del hospedero se con-
sidera esencial para la colonizacién
del intestino grueso y para la inva-
si6on de los tejidos (Ravdin, 1986).
Estudios de microscopia electréni-
ca indican que los trofozoitos (forma
mévil del pardsito) de E. histolytica se
adhieren a la mucosa del colon antes
de la invasién (Takeuchi and Phillips,
1975; Chadee and Meerovitch, 1985,
Ravdin et al., 1985%). Por otro lado, se
tiene evidencia de que la amiba re-
quiere de contacto directo con su cé-

lula blanco para producir un efecto
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citolitico (Eaton et al., 1970; Knight
et al., 1974, 1975; Martinez-Palomo,
1982; Ravdin, 1986; Petri and Ravdin,
1987), por lo que, la adhesién de las
amibas a células blanco parece ser el
primer evento en la destrucciéon de
tejidos (Gitler et al., 1984).

Las amibas de cepas virulentas,
son capaces de matar virtualmente
a cualquier célula mamifera con ex-
traordinaria eficiencia in vitro. Aun-
que las cepas provenientes de aislados
no patégenos también tienen esta ca-
pacidad, lo hacen con menos eficien-
cia que las cepas virulentas.

A pesar de que la capacidad citoli-
tica de E. histolytica ha sido reconoci-
da por décadas, es solo recientemente
que se han elucidado los mecanismos
moleculares implicados. Al contacto
con células blanco CHO, existe una
pérdida rdpida (30 min de contacto)
de la integridad de la membrana, una
reducciéon en la motilidad, pérdida
de grénulos citoplasmadticos y estruc-
turas (en minutos de contacto) y la
eventual desaparicion del nicleo en
neutréfilos (Berninghause and Leip-
pe, 1997).

Se ha propuesto a la familia de
proteinas llamadas AMEBAPOROS,
como parte de las moléculas efecto-
ras que la amiba posee para producir
su efecto citolitico, (Lynch ef al., 1982;
Rosenberg et al., 1989; Young et al.,
1982; Young and Cohn, 1985; Leippe

et al., 1991). La familia de amebaporos
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estd constituida por tres péptidos de
77 aa caracterizados por una estructu-
ra de cuatro alfa hélices y 6 residuos
de Cys. La conformacion helicoidal y
tres de los enlaces disulfuros de sus
cistefnas, en ausencia de agentes re-
ductores, le dan a la molécula una es-
tructura rigida, altamente compacta
y resistente al calor (100°C) (Leippe,
1992; Leippe and Muller-Eberhard,
1994). Los amoebaporos son péptidos
activos que pueden funcionar interna-
mente como agentes antimicrobianos
pero que también confieren acrtivi-
dad citolitica en el pardsito (Leippe
et al., 1994). Las moléculas se locali-
zan en granulos citoplasmdticos de
los trofozoitos, y se propone que sean
exocitados a la membrana de la célu-
la blanco con la que se hizo contac-
to (Berninghause and Leippe, 1997).
Esta actividad tambien estd presente
en trofozoitos de E. dispar, sin embar-
go, tiene una actividad especifica de
formacién de poros 60% mas baja que
la actividad de E. histolytica a pesar
que las secuencias de cDNA indica
una identidad del 95% en la estructu-
ra primaria de los amebaporos de am-
bas especies (Leippe et al., 1993).
Otro mecanismo recientemente
propuesto es la induccién de las cé-
lulas epiteliales de colon a entrar a la
via de apoptosis al contacto con los
trofozoitos (Ragly ef al., 1994). En he-
patocitos, E. histolytica también es

capaz de producir apoptosis en un
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modelo animal de abscesos hepéticos
amibianos (Seydel and Stanley, 1998)
y es posiible que los amebaporos pue-
dan jugar un papel importante tanto
en la lisis como en la apoptosis ya que
cantidades sub-liticas de protefnas
formadoras de poros pueden produ-
cir apoptosis en las células blanco.
(Berninghause and Leippe, 1997).

Otro mecanismo no menos impor-
tante en el proceso de citdlisis y degra-
dacién de componentes de MEC del
hospedero, es debida a la produccién
y liberacion de enzimas tanto citoliti-
cas como hidroliticas, principalmen-
te de CISTEIN-PROTEASAS (CP) que
representan un 80% de la actividad
total de proteasas del trofozoito.

Las CP liberadas por trofozoitos
de E. histolyca juegan un papel clave
en la invasién del intestino y en la
inflamacién producida. Ocho genes
que codifican para CPs habian sido
identificados en E. histolytica, dos de
los cuales estaban ausentes en la es-
pecie estrechamente relacionada E.
dispar (Que and Reed, 2000). Sin em-
bargo, recientemente se realizé un
andlisis de la base de datos de la se-
cuencia del genoma de E. histolytica
que a la fecha contiene el 99% del to-
tal de la secuencia y se encontraron
20 genes completos de CP, incluyen-
do los ocho ya descritos (Bruchhaus et
al., 2003). E. histolytica secreta niveles
de CP de 10 a 1,000 mayores que los

secretados por la especie no invasiva



E. dispar (Reed et al., 1989). Aunque
son veinte los genes de CP descritos,
la mayoria de las actividades detecta-
das en lisados de E. histolytica se atri-
buyen a cuatro CP amibianas (Reed et
al., 1999; Bruchhaus et al., 1996).

Entre los efectos que se atribuyen
a las CP se encuentran: a) El efecto
enterotéxico en las asas intestinales
de rata y el efecto citopdtico en mo-
nocapas celulares, producido por li-
sados de trofozoitos (Feingold et al.,
1985; Shulte et al 1987; Keene et al,
1996). Este tltimo puede ser bloquea-
do mediante inhibidores especificos
de CP; b) Degradacién de compo-
nentes de MEC incluyendo coldge-
na, fibronectina (Fn), laminina (Lm) y
elastina (Keene et al., 1996); c) Capa-
cidad invasiva del trofozoito y parti-
cipacion indirecta en la exacerbacién
de la inflamacién producida en el in-
testino (Zhang et al., 2000); d) Dentro
del parasito, digestién de bacterias y
células rojas ingeridas, y activacién
de otras enzimas que tienen inciden-
cia directa en su virulencia (Ankti et
al., 1998, 1999b).

La participaciéon de las CP como
moléculas efectoras en la patogenici-
dad de los trofozoitos de E. histolyti-
ca ha sido confirmada mediante la
expresién episomal de un mensajero
anti-sentido del gene ehcp5 (Ankri et
al., 1998, 1999a, 1999b). La reduccion
casi total de la actividad de CP me-

diante este procedimiento disminuyé
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marcadamente la virulencia de los
trofozoitos medida por los siguientes
efectos: a) Disminucién en la capaci-
dad de los trofozoitos en la produc-
ciéon de abscesos hepdticos (Ankri,
1999b) y en infecciones producidas
de xenoinnjertos de intestino huma-
no (Zhang et al., 2000); b) Menor in-
duccién de inflamacién del intestino
(niveles reducidos de IL-1 y IL-3 y
disminucién del influjo de neutrofi-
los), con la consecuente disminucion
del dafio en el tejido; c) Incapacidad
del trofozoito de degradar compo-
nentes de matriz extracelular y una
deficiencia en su capacidad fagocita-
ria (Akari et al., 1998).

La colagenasa es otra de las varias
enzimas producidas por el parasito.
A diferencia de otras proteasa des-
critas, existe una correlacion directa
entre la actividad colagenolitica pro-
ducida in vitro por los trofozoitos, y
la virulencia de la cepa, —medida en
modelos animales de experimenta-
cién—, como la capacidad de produ-
cir abscesos hepaticos mas grandes y
en mayor nimero de animales (Ga-
dasi and Kessler, 1983; Mufioz et al.,
1984; Tsutsumi et al., 1992).

Al interaccionar E. histolytica con
coldgena in vitro, los trofozoitos secre-
tan granulos electrén-densos (GEDs)
en los que se han detectado varias ac-
tividades entre las que se encuentra
la de degradacién de coldgena (Mu-
fioz et al., 1990).
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FAGOCITOSIS

Finalmente la fagocitosis del material
y de las células dafiadas (restos celu-
lares o matriz extracelular degrada-
da) parece ser la etapa final de este

complejo mecanismo.

PROTEINAS AMIBIANAS

DE LA FAMILIA DE LAS
PEROXIREDOXINAS

La clonacién y caracterizacion de un
gene que codifica para una proteina
rica en Cys de 29-30 kDa, ha sido re-
portada por tres diferentes grupos
de investigacion en forma indepen-
diente (Torian et al., 1990; Tachiba-
na et al., 1990, 1991; Reed et al., 1992;
Bruchhaus and Tannich, 1993). Estos
antigenos tienen la caracteristica de
ser detectados por anticuerpos mono
y /o policlonales en trofozoitos de E.
histolytica pero no en E. dispar, a pesar
de que ambas especies tienen el gene
(Tachibana and Cheng, 2000).

Esta proteina de 29-30 kDa es alta-
mente inmunogénica y se ha utilizado
como herramienta para la deteccién
especifica de amibiasis invasiva en pa-
cientes con absceso hepdtico amibiano
(Flores et al., 1993; Soong et al., 1995).

El anélisis de la secuencia nucleo-
tidica tiene un grado subtancial de
similitud a una nueva familia de pro-
teinas antioxidantes identificadas
en varios organismos eucarioticos
y procaridticos denominadas pero-
xiredoxinas (Bruchhaus et al., 1997;
McGonigle et al., 1998).
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Las peroxiredoxinas descritas en
otros organismos patégenos se han
vinculado a dos funciones principa-
les: 1) Una interna constitutiva contra
radicales altamente reactivos produ-
cidos por su propio metabolismo y 2)
Como mecanismo de defensa contra
estos radicales altamente reactivos
producidos por las células inmu-
nes del hospedero como un mecanis-
mo de evasion de respuesta inmune.
(McGonigle et al., 1998).

Tanto de E. dispar como de E. his-
tolytica, la clonacién y expresiéon de
péptidos recombiantes de este gene
ha confirmado que hay actividad
de peroxidoxina en ambas especies
(Tachibana and Cheng, 2000; Choi
et al.,, 2003). Sin embargo, la canti-
dad de esta molécula por trofozoi-
to es significativamente mayor tanto
en aislados clinicos como en culti-
vo axénico de E. histolytica, compa-
rado con la cantidad encontrada en
E. dispar (Choi et al., 2003). Por otro
lado, los trofozoitos de E. dispar son
mads susceptibles al ataque de peroxi-
dos in vitro que E. histolytica (40.6%
trofozoitos muertos en una hora por
5mM de H,0, vs 10.6% de E. histolyti-
ca (Choi et al., 2003). Sin embargo el
papel de estas moléculas en la pato-
genicidad de E. histolytica adn no ha
sido demostrado. (&)
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