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1. RESUMEN

Entamoeba histolytica es una ameba parésita, responsable de causar disenteria

amebiana en el hombre y menos frecuentemente, amebosis extraintestinal. La capacidad
de invasion esta estrechamente relacionada con la virulencia que esta determinada por la
capacidad de adhesion (lectina de adhesion y otras proteinas como STIRP, SHERP,
Ariel y el complejo ERCPADH), la capacidad de destruccion celular (cistein proteasas y
ameboporos), de modificacion de la respuesta inmune (cistein proteasas) y de inducir la
muerte celular, fagocitar y diseminarse. Estos factores de virulencia, junto con su
resistencia al estrés oxidativo, permiten al parasito sobrevivir en el hospedador y seran

los responsables de la patogenia.

2. ABSTRACT

Entamoeba histolytica is a parasite amoeba that causes amoebic dysentery and,

less frequently, extraintestinal amoebiasis. The invasiveness is closely related to
virulence, and this is determined by adherence (mediated by Gal/GalNAc lectin and
others proteins like STIRP, SHERP, Ariel and EhCPADH complex), celular
destruction (mediated by cysteine proteases and amebopore), alteration of the inmune
response (mediated by cysteine proteases), phagocytosis, induction of cells death and
dissemination. Virulence factors and resistance to oxidative stress, allow the parasite to

survive in the host and develop the infection.

3. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES
De las especies del género Entamoeba que infectan al hombre, Entamoeba

histolytica es la mas letal e importante al ser el agente causal de la amebosis humana. La
forma de presentacion mas comun es la disenteria amebiana, pero también produce
amebosis extraintestinal: abscesos en el higado, pulmaén, cerebro u otras localizaciones.
Es una enfermedad cosmopolita con una alta prevalencia en Africa, Asia, India, Sur
América y México, que causa 40.000-100.000 muertes al afio. Su prevalencia varia
entre el 0,8 y el 60% dependiendo del lugar donde se dé, del grado de saneamiento del
medio ambiente, el clima, la edad, el nivel socioeconémico y cultural, los habitos de
higiene y las técnicas usadas en el diagnostico. Afecta indistintamente del sexo del
individuo (a excepcion de la amebosis hepéatica, que es mas comudn en el sexo
masculino) o raza; se ha visto que la frecuencia de la enfermedad es superior en nifios

gue en adultos.



Se estima que cada afio se producen 500 millones de infecciones por amebas, de
los cuales el 90% estd causados por otras especies del género Entamoeba como
Entamoeba dispar (1), Entamoeba moshkovskii o Entamoeba bangladeshi, comensales
morfolégicamente indistinguibles de E. histolytica mediante microscopia, que también
afectan al hombre. Por ello, es dificil tener un conocimiento exacto de la prevalencia
real de esta parasitosis, ya que el diagndstico por técnicas directas no es de utilidad.
Asimismo, del resto de casos que se atribuyen a E. histolytica, aquellos que son
exclusivamente luminales son asintomaticos (portadores sanos); mientras que el 10% de
las personas infectadas presentan manifestaciones clinicas, que ocurren cuando el
pardsito invade la pared intestinal, causando una serie de lesiones que conducen al
desarrollo de la disenteria amebiana. De ellos, en un 2-20% de los casos, el paréasito se
propaga a través de circulacion portal hacia el higado y a otras localizaciones, causando
una amebosis extraintestinal.

En Africa, la region mas afectada por esta parasitosis, resulta dificil establecer la
prevalencia real de la enfermedad; sin embargo, en paises de América Central y
América del Sur, E. histolytica se comporta de manera endémica, destacando México
donde se ha estimado una prevalencia de hasta un 50%; en Colombia de 45 a 60%; en
Chile 18-20% en funcién de la region (2,3) . En paises asiaticos, el riesgo de amebosis
ha aumentado en varones homosexuales, asi como en viajeros e inmigrantes. En Espafia,
debido a la mejoria en las condiciones higiénico-sanitarias, apenas hay casos y la mayor
parte de ellos se deben a viajeros e inmigrantes procedentes de zonas endémicas (4).

E. histolytica, puede presentar dos formas: trofozoito o quiste. El trofozoito es la
forma activa, que se reproduce mediante fisién binaria, y que es capaz de invadir los
tejidos del hospedador. Los trofozoitos (10-60 pm) se caracterizan por ser uninucleados
y moverse rapidamente emitiendo pseudopodos anchos, unidireccionales. Tienen
capacidad fagocitica y pueden ingerir microorganismos en el intestino delgado, asi
como gldbulos rojos durante la invasion al hospedador, constituyendo la fagocitosis uno
de los factores determinantes de la virulencia del parésito. En estudios in vitro se ha
visto que en cultivos xénicos, E. histolytica muestra un comportamiento fagocitico,
mientras que en cultivos axénicos se alimenta por pinocitosis, siendo el desarrollo del
parasito mucho mas lento (5,6).

Como parasito con capacidad fagocitica, E. histolytica tiene acceso a gran
variedad de microorganismos comensales que habitan en el intestino del hombre, asi

como compuestos organicos derivados de la digestion. En funcién de la poblacién
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bacteriana que esté presente, la virulencia estara condicionada de una u otra manera, del
mismo modo en que varia al cambiar las condiciones del cultivo (5).

Los trofozoitos de E. histolytica carecen de mitocondria aunque presentan un
organulo derivado de las mitocondrias denominado mitosoma, donde se produce la
activacion del sulfato; contiene una serie de enzimas que participan en este proceso
como ATP sulfurilasa, ATP quinasa, una pirofosfatasa inorganica, asi como un
transportador sodio-sulfato (6). Tampoco cuenta con aparato de Golgi y reticulo
endoplasmico, si bien hay una estructura similar a este ultimo (7).

Para E. histolytica la principal fuente de energia es la glucosa, pero no desarrolla
el ciclo de Krebs ni la fosforilacion oxidativa. La glucélisis se produce en el citosol y el
paso Ultimo de piruvato a acetilCoA estd mediado por la piruvato ferredoxin 6xido
reductasa. La activacion del farmaco de eleccion, el metronidazol, esta ligado a este
sistema enzimatico. La ferredoxina cede los electrones al grupo nitro del farmaco, un
profarmaco, activandolo. Las especies reactivas generadas seran las que ostenten la
actividad antiparasitaria (8). No presenta vias de sintesis de novo de purinas, pirimidinas
y timidilato al carecer de ribonucledtido reductasa (9) y la sintesis de aminoacidos se
encuentra reducida salvo en el caso de serina y cisteina.

E. histolytica es anaerobio o microaeréfilo, pero puede acceder al torrente
circulatorio, donde la presion parcial de oxigeno es superior, y debe afrontar el estrés
oxidativo. Cuenta con una proteccion antioxidante muy notable que esta relacionada con
su virulencia y que le permite sobrevivir en el proceso de diseminacion, asi como hacer
frente a la respuesta defensiva del hospedador que involucra a neutréfilos y
macrofagos. Los neutrdfilos secretan una gran variedad de especies reactivas de oxigeno
y nitrégeno, asi como enzimas proteoliticas (10).

El ciclo bioldgico de E. histolytica es un ciclo directo. Los quistes tetranucleados
(10-20 pm) entran en el hospedador por via oral y avanzan por el tubo digestivo
Ilegando al intestino grueso, donde se abren y emerge un organismo tetranucleado, que
sufre una serie de divisiones que originan ocho pequefios trofozoitos metaquisticos, que
pueden establecerse en el colon o el recto. Los trofozoitos se establecen en el intestino
grueso donde el peristaltismo es menor y alli se multiplican por fisién binaria. En la
mayoria de los casos, E. histolytica se comporta como un comensal y los trofozoitos que
son arrastrados a la parte distal se enquistan y son eliminados, con las heces, al medio
externo. En un 10% de los casos, el parasito invade la pared intestinal (11), destruyendo

la mucosa y la capa muscular; cuando se encuentra en la submucosa se extiende
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radialmente en lo que se conoce como tlcera en “botoén de camisa” o “cuello de botella”
(12).

E. histolytica entra en contacto con el epitelio intestinal y logra perforarlo,
provocando una inflamacion que se caracteriza por el aumento de IL-1, IL-8 e IFNy.
Las ulceras producidas se traducen en manifestaciones clinicas como dolor abdominal,
diarrea, disenteria, pérdida de peso y fiebre; pueden presentarse complicaciones como
colitis fulminante, amebomas (que pueden conducir a obstruccion intestinal) o
infecciones secundarias. Desde la pared intestinal, E. histolytica puede llegar, por via
hematica o por continuidad anatdmica, a otros 6rganos, como cerebro, piel, pulmon e
higado, causando en este Gltimo el absceso hepatico amebiano, la forma més frecuente
de amebosis extraintestinal (13).

La capacidad de invasion y de destruccion tisular de esta ameba viene
determinada por la expresion y actuacion de una serie de proteinas y mecanismos que se
configuran como los determinantes de su virulencia. Entre ellos, ocupa un lugar
importante la lectina presente en su membrana, que se une a galactosa/N-
acetilgalactosamina (Gal/GalNAc) y media la adhesion de la ameba al mucus y
posteriormente a las células. Otras proteinas de superficie, los proteofosfoglucanos,
también denominados lipofosfoglucanos, juegan un papel importante en la adhesion e
induccion de la respuesta innata y adaptativa, siendo uno de los principales antigenos de
superficie.

La adhesion va seguida de la destruccion del mucus y de las células del
hospedador. La muerte celular la causan a través de la secrecion de péptidos
formadores de poros (ameboporos A, B y C), que forman canales i6nicos y microporos
que llevan a la ruptura celular, todo ello acompafiado del aumento del calcio
intracelular. También secretan cistein proteasas (14), que tienen un papel importante en
la invasion y digestion del material fagocitado, asi como fosfatasas. Otra manera de
provocar la muerte celular es inducir la apoptosis, mediante la via 3-caspasas, de células
intestinales y epiteliales, ademas de hepatocitos y células del sistema inmune.

Todos estos factores de virulencia seran revisados a continuacion.

4. OBJETIVOS
El objetivo de este trabajo es revisar en profundidad los factores de virulencia

ligados a la ameba parasita mas importante del hombre, E. histolytica.



5. METODOLOGIA

En esta revision bibliografica, se ha acudido a PUBMED como fuente principal

de articulos sobre los factores de virulencia de E. histolytica.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Lectina galactosa/N- acetilgalactosamina (Gal/GalNAc)

La lectina es una molécula fundamental en el proceso de colonizacion,
enquistamiento e invasion. Se ha visto que las células de los mamiferos que no expresan
residuos de galactosa o N-acetil-D-galactosamina, son resistentes a la muerte por el
pardsito y que la inhibicion de la lectina torna a la ameba incapaz de adherirse y de
causar la lisis de las células del hospedador. Es una glucoproteina multimérica de 260
kDa que reconoce residuos de galactosa/Nacetil- D-galactosamina en las glucoproteinas
del mucus o de la matriz extracelular, lo que hace posible la adhesion de la ameba al
mucus del colon, en primer lugar, y posteriormente a las células del hospedador. Se
localiza en la membrana plasmatica y se caracteriza por ser un heterodimero constituido
por una cadena pesada (170 kDa) y otra ligera (35/31 kDa), unidas entre si por puentes
disulfuro y asociadas a una proteina intermedia (150 kDa). La presencia de puentes
disulfuro hace que la proteina se pliegue sobre si misma confiriéndole una estructura
resistente a proteasas (15). La subunidad pesada (Hgl), situada a nivel transmembrana,
estd codificada por una familia de 5 genes que presentan entre ellos una similitud del
85-95%(16). La subunidad pesada puede presentar tres isoformas (Hgl-1, Hgl-2 y Hgl-
3). Hgl 2 presenta una menor adhesion y una mayor capacidad de resistencia a la
respuesta inmune del hospedador y esto repercute en la formacion del absceso. A pesar
de que encuentra una mayor dificultad para llegar al higado, cuando lo consigue se
produce una exacerbacion de la virulencia por su resistencia inmunologica (17).

En el extremo terminal de la subunidad pesada se encuentra el dominio de
adhesion (18), rico en cisteina (CR), que reconoce especificamente la galactosa/N-
acetil-D-galactosamina. Su secuencia presenta homologia con las integrinas 32 y R7,
ambas relacionadas con procesos de adherencia (15), ademas de un parecido estructural
con CD59 (presente en muchas células del hospedador), que protege al parasito de la
actividad litica del complemento, inhibe el complejo de ataque al unirse a al

componente C9 del mismo. La lectina es, por tanto, una proteina multifuncional cuya



actividad resulta crucial para la evasion de la respuesta inmune y la citotoxicidad de la
ameba (11).

La subunidad ligera (Lgl), de 31 o 35 kDa, esta codificada por una familia de
seis genes, similares en un 79-85%, y presenta distintas isoformas. La isoforma de 35
kDa se caracteriza por ser una estructura altamente glicosilada y por carecer de anclaje
GPI, que si se encuentran en la isoforma de 31 kDa (19). Esta subunidad de la lectina
contribuye a la regulacion de la adherencia y a la sefializacion de eventos asociados con
la virulencia (19).

La subunidad intermedia (Igl) estd asociada mediante enlaces no covalentes al
heterodimero formado por la subunidad pesada y la ligera. El bloqueo de esta subunidad
con anticuerpos monoclonales inhibe la adhesion del trofozoito (20).

La lectina es un antigeno inmunodomiante reconocido por el 95% de los
pacientes con absceso hepatico amebiano (AHA) (21). Los nifios con IgA especificas
parecen estar protegidos frente a la infeccion intestinal (22). Se esté utilizando para el
diagndstico diferencial de E.histolytica/ E. dispar y en multiples ensayos de vacunacion.

La lectina Gal- GalNac, a través de una serie de quinasas transmembrana, induce
cambios estructurales en el trofozoito y en la célula blanco a través de mecanismos no
identificados, para formar una “placa de anclaje” (22). La interaccion de la lectina con
glucoconjugados del hospedador se caracteriza por ser multivalente y de alta
especificidad. El espacio 6ptimo de los residuos de Gal/ NAcGal de la lectina no ha sido
definido, pero se sabe que la la lectina puede reconocer maxiclusters. Asi, la lectina y
el contacto mediado con las células del hospedador provoca el aumento de calcio
intracelular al igual que la activacion de la caspasa 3 y la formacion de radicales libres
(ROS) en el interior de las células del hospedador, lo que ocasiona la apoptosis de
dichas células (20). La lectina juega un papel fundamental en la patogénesis del absceso
amebiano. Su tropismo por el tejido hepatico se debe a la competicién entre el dominio
de reconocimiento de carbohidratos y un factor de crecimiento de los hepatocitos (20).

La adhesidon que media esta lectina se ve condicionada por el mucus, que forma
una barrera fisica que impide el contacto de la ameba con el epitelio. La mucina
secretada mayoritariamente por el intestino se encuentra codificada por el gen MUC2.
La proteina MUC?2 esta altamente glicosilada, 1o que hace que la lectina de adhesion
presente una gran afinidad por ella. Los diferentes polimorfismos de MUC2 explican la
variacion de sensibilidad que presentan distintos individuos a la infeccién por E.

histolytica. Los trofozoitos inducen la secrecion de mucina por las células caliciformes
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y utilizan como fuente de nutrientes los polimeros de mucina que degradan y la
microbiota presente en el intestino a través de la fagocitosis. Las glucosidasas
producidas por las bacterias anaerobias residentes en el colon y las proteasas
pancreaticas, pueden destruir la lectina de adherencia (una glicoproteina) de los
trofozoitos de Entamoeba, impidiendo su adhesion a las células (23). La capa de mucus
previene que los trofozoitos alcancen las células epiteliales, la invasion, por tanto, se
produce cuando los mecanismos de proteccion (capa de mucus y flora bacteriana
protectora) se pierden. En paises desarrollados, donde es comdn la presencia de
infecciones entéricas y el uso inapropiado de antimicrobianos, la pérdida de los
mecanismos protectores es mas frecuente y la invasion de la mucosa por los trofozoitos

se encuentra favorecida.
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Fig.1. Tomado de Petri y Petri. (2014)

Otras proteinas, ademas de la lectina de adhesion a Gal/GalNac, han sido
implicadas en los procesos de adhesion; entre ellas, dos proteinas ricas en lisina (K) y
acido glutamico (E) que se han denominado KERP1 y KERP2. La primera no presenta
homologias con otras proteinas conocidas, incluidas las presentes en E. dispar; se
localiza en la membrana plasmatica y en vesiculas internas y se une a la superficie de
las células del hospedador. Estudios experimentales en cricetos, la han relacionado con
el desarrollo de abscesos hepéticos (24).

STIRP es una proteina rica en serina, treonina e isoleucina, que se expresa

exclusivamente en las cepas virulentas de Entamoeba. Silenciando esta proteina se



produce un descenso de la adherencia a las células del hospedador de un 35%, asi como
una reduccion de la citotoxicidad (24).

SREHP es una proteina inmunogénica, rica en serina, y Ariel es una proteina
rica en asparraguina, que se encuentran en la superficie y que se cree que tienen un
papel importante en la adhesion y en la fagocitosis. Ambas tienen una similitud del
89% (21).

El complejo EhnCPADH, formado por la cistein proteasa EnCP112 y la adhesina
EhADH, que contiene un dominio de adhesion a las células del hospedador, implicado
ademas en la fagocitosis y citolisis. Anticuerpos monoclonales dirigidos contra esta
adhesina reducen la adhesion en mas de un 50% Yy consecuentemente la citotoxicidad y
fagocitosis.

El parasito contiene ademas dominios ricos en colesterol (“balsas lipidicas™) que
estdn involucrados en la adherencia, regulando la funcion de la lectina. La
caracterizacion y purificacion de estos dominios, asi como los estudios realizados sobre
ellos ha demostrado que su presencia aumenta la capacidad de la ameba de interaccionar
con los residuos de Gal/ NAcGal, a pesar de que no aumenta los niveles de la lectina en

la superficie del parasito (25).

6.2. Proteofosfoglicanos (PPG)

Los proteofosfoglicanos (PPG), lipofosfoglicanos (LPG) y
lipopeptidofosfoglicanos (LPPG), son complejos macromoleculares altamente
inmunogénicos, que se encuentran en la superficie de E. histolytica, expuestos al
sistema inmune del hospedador (26). Las poblaciones virulentas del parasito sintetizan
dos tipos de PPGs: LPG o PPG1 y LPPG o PPG2, mientras que la cepa atenuada
Rahman solo sintetiza una clase de PPGs (27). En cuanto a la estructura del PPG (100 y
190 kDa) (27) es un polisacérido que presenta un 75-80% de carbohidratos, un 8% de
proteinas, 2-5% de lipidos y un 1% de fosfatos. Contiene un polipéptido con residuos de
serina que forman enlaces fosfodiéster con regiones de polisacaridos, formados a su vez
por enlaces de glucosa-galactosa de tipo a (1-6) y B(1-6). El polipéptido esta anclado a
GPI y se caracteriza por ser patrones moleculares asociados a patdogenos (PAMPSs). Al
estimular la respuesta innata y adaptativa se consideran adyuvantes muy efectivos (28).

Los PPGs son reconocidos por los receptores TLR 2y TLR 4 de macrofagos y
células dendriticas e inducen la secrecion de TNF-o, IL-8, IL-10 e IL-12. Estas

citoquinas estan involucradas en la respuesta inflamatoria que se desarrolla para la
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eliminacion del parasito. TNF-a y IL-8 atraen células inmunocompetentes como
neutréfilos, monocitos, macréfagos y células dentriticas que destruyen las amebas
generando especies reactivas de oxigeno y de nitrogeno, lo que también puede dafiar los
tejidos del hospedador (28). IL-12 activa a las células NK y NKT, debido a la similitud
estructural de los PPG a alfa-galactosil ceramida, un activador conocido de células
NKT, (29), que a su vez producen IFN-y. Esta citoquina también puede activar a los
linfocitos T aumentando su respuesta citotoxica al promover la secrecion de citoquinas
propias de la respuesta Thl.

También se ha demostrado que PPG aumenta la expresion de moléculas
coestimuladoras como CD40, CD80 y CD86 por parte de las células dendriticas (28).
Silenciando especificamente LPPG mediante el uso de anticuerpos monoclonales EH5
(29) se reduce la inflamacidn a nivel intestinal y el desarrollo del absceso hepatico, asi
como la citotoxicidad y la adhesién, tal y como se ha comprobado en modelos animales.

Los LPPGs también producen una respuesta humoral; se han detectado
anticuerpos anti-LPPG en modelos animales de amebosis. Los anticuerpos anti-LPPG
reducen la adhesion y la citotoxicidad, indicandonos que los LPPGs juegan un papel
importante en la interaccion parasito-hospedador (28). Cuando se inhibe su sintesis y se
reduce su presencia en la superficie de los trofozoitos, estos se hacen mas susceptibles a
la accion del complemento y estas poblaciones no denotan virulencia en modelos
experimentales (absceso hepatico amebiano en criceto) (29).

La inmunogenicidad intrinseca que poseen los PPGs hace que se empiecen a
estudiar posibilidades para el desarrollo de vacunas, lo que confiere a estas moléculas

una importancia adicional.

6.3. Cistein proteasas

En el genoma de E. histolytica se han descrito 80 genes que codifican proteasas;
50 de ellos cistein proteasas (CP), de la superfamilia de la papaina. Las cistein proteasas
estan directamente implicadas en la invasion tisular por su capacidad de degradar
proteinas de la matriz extracelular (laminina y colageno) asi como la mucina 2, el
principal componente del mucus del colon (30), también contribuyen a evadir la RI del
hospedador, degradando anticuerpos y complemento. E. histolytica puede degradar
citoquinas y proteinas que contienen hierro, tales como hemoglobina, mioglobina y
transferrina (32) y provocar un tipo de apoptosis denominado anoikis, que consiste en la

destruccion del anclaje de la matriz extracelular a la célula (31). La inhibicion de estas
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proteinas evita la degradacion (20), lo que da lugar a una disminucién de la actividad
fagocitica de la ameba, asi como del grado de inflamacion intestinal y la aparicion de
amebosis hepatica. Asimismo las investigaciones en modelos animales han demostrado
que la trans-epoxisuccinil- L-leucil-amido (4-guanidina) butano o E-64 actia como
inhibidor de la actividad de cistein proteasas, reduciendo la formacion de abscesos en el
higado (33).

La secuencia nucleotidica de los genes que codifican estas proteasas difieren en
un 40-85%. EhCP1 (27-35 kDa), EhCP2 (35 kDa) y EhCP5 (29 kDa) son las CP maés
expresadas, representan, aproximadamente, el 90%. Estan localizadas dentro de las
vacuolas digestivas, pero, ademas, las EhCP5 y EhCP112 estan presentes en la
superficie del trofozoito. EI aumento de expresion del gen EhCP5 potencia la actividad
de la EnCP1 y EhCP2. La alta concentracion de EhCP5 en cepas invasivas hace que se
relacione mas con la virulencia que las demas; se ha demostrado que EhCP5 rompe la
capa de mucina en su dominio carboxi-terminal, lo cual favorece la invasién. En
E.dispar, la concentracion de cistein proteasas es menor, asi como su actividad
bioldgica, lo que resulta relevante para la explicacion de la carencia de capacidad
patdgena de esta especie. No se expresan la CP1 ni la CP5 (34).

Se ha destacado el papel de EhCP5 por ser exclusiva de E. histolytica,
localizarse en su superficie y estar implicada en la invasion del colon y la formacion del
AHA. CP-A5 contiene un dominio —arginina-glicina-acido aspartico- de union a
integrinas (RGD). La union de CP-AS5 a integrinas del enterocito (avp3) dispara sefiales
que inducen una respuesta proinflamatoria (NFKkB) (31). Se ha observado que CP-A5
dafia las neuronas entéricas in vitro y en un modelo murino de amebiasis intestinal (32).
CP-A5 es también la responsable de la conversion de pre-IL1p en su forma activa
(actividad ICE) que induce la produccion de especies reactivas de nitrégeno por las
células sensibilizadas por yIFN. La actividad ICE también es responsable de que estas
proteinas puedan activar la cascada de las caspasas dentro de los hepatocitos e inducir la
apoptosis (33). Cuando se reduce la expresion de esta enzima, por modificaciones
genéticas, la patogenicidad en modelos experimentales disminuye, lo que ha llevado a
correlacionar su actividad proinflamatoria con la invasion intestinal (33).

Se ha propuesto que la EhCP112, asociado a la adhesina ERADH112 (complejo
EhCPADH), podria degradar las proteinas de union estrecha, produciendo un aumento

de la permeabilidad paracelular y contribuyendo a la desorganizacion y destruccion de
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la pared intestinal (34). Anticuerpos contra este complejo inhiben la adherencia y
fagocitosis, asi como la formacién del absceso hepéatico en modelos animales (34).

El proceso de secrecion de cistein proteasas se encuentra regulado
negativamente por dos inhibidores endogenos, ICP1 e ICP2. También se piensa que la
flora bacteriana puede influir en la expresion de las cistein proteasas (35).

Més del 80% de los pacientes con amebosis presentan anticuerpos contra cistein
proteasas (36), lo que plantea la posibilidad de utilizarla en el desarrollo de vacunas o
como herramienta para el diagndstico (32). La transmision, invasion y ciclo biologico
del parésito puede ser interrumpido por medio de la utilizacion de inhibidores
especificos de las proteasas. El estudio de las proteasas y sus inhibidores especificos es
importante para la busqueda de nuevas dianas terapéuticas, asi como para aumentar la

eficacia de los farmacos usados actualmente, para el tratamiento de estas enfermedades.

6.4. Ameboporos

E. histolytica posee una familia de pequefios péptidos anfipaticos denominados
ameboporos (AP), que se encuentran en vesiculas internas y son secretados al exterior.
Tienen la capacidad de formar canales idnicos o microporos en las membranas lipidicas
de las celulas del hospedador, siendo su actividad maxima a un pH de 5,2 (36). Por ellos
difunden el agua, los iones (salida de Na+ y K+ y entrada de Ca2+) y otras pequefias
moléculas, lo que ocasiona el cambio del medio celular interno y la lisis celular por
choque osmotico. Contienen el dominio SAPLIP (saposin-like proteins), un dominio
muy conservado que contiene residuos de seis cisteinas unidas por puentes disulfuro. E
histolytica contiene en su genoma 16 genes que codifican para el dominio SAPLIP, pero
solo AP-A, AP-B y AP-C muestran actividad formadora de poros. Las tres isoformas
estan integradas por 77 aminoacidos y se producen en una proporcién de 35:10:1
respectivamente (11). En E. dispar se ha demostrado que la presencia del amebaporo A
y B es mucho menor y tiene menor actividad biologica, lo que se relaciona la carencia
de capacidad patdgena de esta especie (36).

En modelos animales se ha visto que los ameboporos presentan una estructura y
funcién similares a las N-lisinas, perforinas y granulisinas que se encuentran en las
ceélulas NK y los linfocitos T citotoxicos. Asimismo, se encontro que existia homologia
entre las secuencias de los amebaporos y la hemolisina 11, lo cual sugiere que, ademas
de los amebaporos, las hemolisinas pueden tener un papel importante en la lisis de las

células del hospedador (5,37).
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La secrecion de ameboporos, cistein proteasas y otros factores de virulencia trae
como resultado la destruccion de los neutréfilos y la consecuente liberacion de sus
productos toxicos, que pueden amplificar las lesiones causadas por las amebas,
produciéndose areas de necrosis en la mucosa intestinal, focos de ulceracién que
condicionan los cuadros clinicos de mala absorcion y disenteria.

Ademas se ha observado que la presencia de los ameboporos incrementa la
actividad de la fosfolipasa A, una enzima de E. histolytica Ca2+ dependiente que
hidroliza los fosfolipidos de la membrana de las células del hospedador (36).

Los ameboporos se encuentran directamente relacionados con la formacion del
absceso hepatico. Cuando los niveles de este tipo de proteinas son bajos, la virulencia se
encuentra a su vez reducida (38). Trofozoitos deficientes en AP-A no producen
abscesos hepaticos en modelos animales, pero si colitis (39). La inhibicion de los genes

que los codifican, produce una disminucion de la virulencia (40,41).

6.5. Fosfatasas

Las quinasas Yy fosfatasas regulan por medio de fosforilacion reversible distintos
procesos, crecimiento celular, diferenciacion, metabolismo, ciclo celular, comunicacion
celula-célula, migracion celular, transcripcion y movilidad. E. histolytica presenta
fosfatasas &cidas, que pueden encontrarse ancladas a la membrana (MAP), o bien son
secretadas al medio extracelular (SAP). Estas ultimas no se detectan en E. dispar (42-
44).

Las MAP tienen actividad tirosin fosfatasa (PTPasa), una actividad que es menor
en las poblaciones no patdgenas de E. histolytica, y en las especies comensales E.
dispar y E. moshkovskii (45), lo que resulta relevante para estudiar las fosfatasas como
un posible factor de virulencia.

El genoma de E. histolytica, presenta cuarenta y dos genes que codifican
PTPasas. Se han clonado dos de estos genes ENPTPA (46), que se expresa mas en los
trofozoitos aislados de abscesos hepaticos que en los procedentes de cultivos, y
EhPTPB, cuya expresion es mas uniforme (45).

Tras el contacto con E. histolytica, lectina dependiente (47), el estado de
fosforilacion de las células del hospedador sera alterado; se pensaba que esto era debido
a la accion de las fosfatasas secretadas por el parasito, pero actualmente se cree que son
responsables de ello las fosfatasas del hospedador. La ameba induce un aumento del

calcio intracelular, la activacion de calpaina y de la PTPasa 1B. Todo esto es requerido
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para que se produzca la muerte celular (la muerte no se produce cuando las células se
tratan previamente con un inhibidor de PTPasas) (36). El tratamiento con verapamilo y
otros bloqueantes de canales de calcio inhibe la desfosforiliacion y la apoptosis (47).

6.6. Induccién de muerte celular y fagocitosis
E. histolytica tiene capacidad para inducir la muerte de las células del
hospedador mediante apoptosis o necrosis (36,48). En los sinusoides hepéticos, la
ameba entra en contacto con las células endoteliales. El tamafio del trofozoito es muy
superior al del sinusoide (5- 7 um) y se produce una obstruccién que causa una
disminucion del flujo, creando una isquemia en el tejido con la consiguiente
disminucion de oxigeno y estrés oxidativo, momento en el que se induce la muerte

celular por apoptosis 0 necrosis.
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Fig.2. Tomado de Faust, Marquay, Santi- Roca y Guillen. (2011)

La diferencia entre ambas es que la muerte por apoptosis no genera respuesta
inflamatoria. Se basa en una rapida activacion de la caspasa 3, el incremento de calcio
intracelular y los procesos de desfosforilacion subsiguientes. El parasito induce la
actividad de la calpaina, caspasa 3 Yy tirosin fosfatasa PTP1B (14). La muerte por
necrosis, en cambio, si produce una respuesta inflamatoria debido a la liberacion de
interleucinas. La respuesta generada atraera a macréfagos y otras células fagociticas que
suponen un inconveniente para el parasito.

En el parénquima hepético se ha visto que los hepatocitos, que se encuentran en

las proximidades del trofozoito, mueren por necrosis o apoptosis, mientras que aquellos
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que se encuentran a una mayor distancia mueren exclusivamente por apoptosis (38),
(49).

La fagocitosis es un proceso fundamental para el desarrollo y supervivencia de
E. histolytica, muy ligado a su capacidad invasiva (50) y virulencia.

Para llevar a cabo la fagocitosis el parasito debe entrar en contacto con la célula
y lo hace a través de la lectina de adhesion (51); estudios in vitro han demostrado que la
inhibicion de la lectina reduce la ingestion en un 40%. Ademas, hay otros ligandos
implicados en este proceso como la fosfatidilserina, que se expresa en grandes
cantidades en la superficie de las células apoptdticas, y que es reconocida por el parasito
para llevar a cabo la fagocitosis (52-55). En el interior de los fagosomas de E.
histolytica se encuentran hidrolasas, lisozimas y hexosaminidasas, que degradan las
bacterias y células fagocitadas (56).

E. histolytica es la Unica de las especies del género Entamoeba que presenta la
capacidad de fagocitar eritrocitos, lo que resulta Gtil para diferenciarla de otras especies
comensales. La ingestion de los eritrocitos se puede producir de dos maneras: mediante
la fagocitosis clésica, a través de la emision de pseuddpodo, o0 mediante una endocitosis,
posterior a un ataque litico (57). Recientemente se ha relacionado una quinasa
transmembrana denominada PATMK (phagosome-associated transmembrane kinase)
con la fagocitosis (146 kDa). La inhibicidn de esta quinasa se traduce en un bloqueo de
la fagocitosis de los glébulos rojos y ademas previene la invasion y colonizacion del

intestino por parte de la ameba.

7. CONCLUSIONES

Es necesario profundizar en el conocimiento y en el estudio de los factores de

virulencia que nos permiten comprender la relacion parasito-hospedador y entender la
enfermedad. Como farmacéuticos, es de especial interés, determinar qué factores y qué
caracteristicas nos pueden ofrecer dianas farmacoldgicas de interés o moléculas de

interés inmunoldgico para el diagndéstico y el desarrollo de vacunas.
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