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RESUMEN.

La Entamoeba histolytica es un parasito protozoario el cual es causante
de la amibiasis intestinal donde preferentemente se presenta en paises
subdesarrollados y un problema de salud publica presente en diferentes
paises (1) La infeccion ocurre cuando la forma quistica del parasito es ingerida
en los alimentos y agua contaminada. La amiba puede colonizar el lumen
intestinal; invadiendo a través del epitelio intestinal causando colitis o absceso
hepatico. (2). La patogenicidad amibiana en principio se encuentra basada en
la adherencia a células blanco donde su primer barrera es el moco intestinal,
eliminando las células epiteliales del intestino y continuando con el proceso de
invasion a través de la degradacion de la matriz extracelular la cual esta
constituida por varias proteinas siendo una de ellas la colagena tipo 1.
Estudios recientes nos demuestran que se han encontrado en células de
mamifero como fibroblastos y hepatocitos metaloproteinasas de matriz (MMPSs)
entre estas se encuentra la MMp tipo 1 la cual juegan un papel esencial
para degradar colagena fibrilar nativa. Las investigaciones realizadas en
hepatocitos especificamente en la regulacion del gen MMP-1 se han localizado
secuencias dentro del promotor muy cerca del inicio en la transcripcion, sitios

de interaccion para los factores transcripcionales; AP-1, HSP y ETS.

Se ha reportado un factor homologo a AP-1 en trofozoitos de

Entamoeba histolytica al interaccionar con colagena tipo 1. Este tipo de



degradacion se ha caracterizado por la sintesis de granulos electrodensos que
tienen actividad de colagenasa. (13,14) Esto sugiere que los trofozoitos
puedan tener procesos bioquimicos de degradaciéon de la colagena como los
reportados en estudios con hepatocitos. Nuestros experimentos demuestran
qgue haciendo un analisis del promotor de ciertos genes que son activados en la
patogenicidad de la amibiasis la mayoria de ellos tienen sitios de
reconocimientos para el factor AP-1 lo que sugiere que el factor de trascripcion

AP-1 pueda regular el programa genético de patogenicidad de la amiba.
INTRODUCCION.

La amibiasis es una enfermedad causada por Entamoeba histolytica, un
parasito entérico exclusivamente de humanos con remarcada capacidad de
contacto para inducir la muerte celular del hospedero. Los dos mayores
sindromes clinicos de la amibiasis son; colitis amibiana y abscesos hepaticos.
Se reportan alrededor de 100,000 muertes al afio, asi como 50 millones de
casos entre colitis y abscesos hepaticos en todo el mundo. La infeccion se
inicia cuando se consumen alimentos y agua contaminada con quistes. Asi el
ciclo de vida del parasito es por lo tanto simple, con un quiste infeccioso y un
trofozoito invasivo (1,3). Las lesiones patoldgicas en el colon incluyen
ulceraciones del epitelio intestinal e invasion de la propia lamina basal por
causa de los trofozoitos (1,2). En la patogénesis de la amibiasis se requiere de
la colonizacion del intestino, ruptura del sistema de defensa del moco,
adherencia y lisis de las células epiteliales. La adherencia, patogénesis y la
actividad proteolitica son tres eventos claves en la destruccion del tejido del

hospedero (2).

La adherencia de los trofozoitos de E. histolytica a las células blanco esta
mediada por varias moléculas, la primera de ellas es una lectina; galactosa N-
acetil-D-galactosamina (Gal/GalNAc), esta molécula se une a los residuos
expuestos de galactosa/N-acetil-D-galactosamina presentes en las
glicoproteinas de las células blanco y esta involucrada en la evasion de la lisis
por el complemento (4). La segunda de ellas es una molécula llamada

adhesina 112 kDa (5) que es, una molécula que especificamente bloquea la



adherencia, tanto a células epiteliales como a eritrocitos humanos. Se ha
demostrado que algunas mutantes obtenidas para la virulencia de E. histolytica
presenta alteraciones en ésta proteina (6). Donde el polipéptido de 75 kDa
(EhADH112) tiene un dominio que esta involucrado en la adherencia a las
células blanco (6). Una vez eliminado la barrera de muco intestinal y haber
eliminado a las células epiteliales del intestino el trofozoito se enfrenta a la
degradacion de la Matriz Extracelular (MEC). La MEC juega un papel central
en el control de la proliferacién, migracion y diferenciacion celular al mediar la
adhesion y comunicacion celular. Entre los mayores componentes de la MEC
se incluyen los componentes estructurales, como; colagena, fibronectina y
elastina.

En células de organismos eucariotes superiores, la uniéon a proteinas de matriz
extracelular, esta mediada por una familia de receptores en superficie de la
membrana llamadas integrinas. (7). La fosforilacion de proteinas es uno de los
primeros mecanismos detectados en respuesta a la estimulacion por integrinas.
En la actualidad es claro que las integrinas son capaces de traducir sefales
desde la membrana extracelular hacia el interior de la célula, y que estas
pueden promover cambios en la expresion de genes. (8). Una propuesta, es
que las integrinas participan en el sefialamiento a partir de una organizacion del
citoesqueleto, regulando de este modo la forma y arquitectura molecular.

. En células de mamifero como fibroblastos y hepatocitos las Metaloproteinasas
de Matriz (MMPs) juegan un papel importante en la patogénesis de algunas
enfermedades, donde existe una notable eliminacion de la matriz extracelular,
como en la artritis reumatoide, cirrosis hepatica, osteoartritis, invasion celular
tumoral y metéstasis. La familia de genes MMP esta integrada por o menos de
20 endopeptidasas estructuralmente relacionadas dependientes de Zinc
capaces de degradar esencialmente todos los componentes de la MEC. Las
MMPs con frecuencia son divididas en subgrupos de colagenasas,
estromelisinas, gelatinazas y otras MMPs (4). Colagenasa tipo 1 (MMP-1) es
expresada por varios tipos de células; normales y malignas y esta, es una de
las pocas enzimas capaces de degradar colagena fibrilar nativa (5).

En los Ultimos afios se ha reportando la capacidad del trofozoito de
Entamoeba. histolytica para degradar coldgena humana tipo 1, por medio de la

sintesis de granulos electrodensos que tienen actividad de colagenaza (6,7).



Esto sugiere la existencia de homologos de MMPs en los trofozoitos de E.
histolytica y que pueden ser los primeros eventos en la patogénesis del
parasito para degradar la colagena de la MEC del intestino del hospedero.

Las investigaciones realizadas en mamiferos, especificamente en la regulacion
del gen MMP-1 en hepatocitos, se han localizado secuencias dentro del
promotor muy cerca del inicio en la transcripcion, sitios de interaccion para los
factores transcripcionales; AP-1, HSP y ETS (8).

La expresion y activacion de estos factores transcripcionales son reguladas por
la via de sefalizacion de MAPK. Recientes investigaciones han demostrado
que la via de sefalizacion de ERK1/2, regula la actividad del promotor MMP-1
via un elemento AP-1 y que la actividad especifica de ERK1/2 induce la
sintesis de MMP-1 en células de fibroblastos y hepatocitos. Por otra parte p38
MAPK es indispensable para la induccion del gen MMP-1, como se demostré
en hepatocitos activados con interleucina-1, ceramida y acido okadaico (9). Sin
embargo bloqueando las vias de sefalizaciéon de JNK o ERK1/2 también se
inhibe la estimulacion por ceramida y acido okadaico demostrando que la
induccién en la expresion del gen MMP-1 vincula una activacion coordinada de
las vias multiples de sefalizacion de MAPK que determinan la induccién en la
expresion del gen MMP-1. Sin embargo la interaccién entre las diferentes vias
de MAPK para regular la transcripcion del gen MMP-1 no es lo suficientemente
clara (10).

Haciendo un analisis de algunos promotores amibianos reportados hasta el
momento en el Gen Bank, encontramos que varios de ellos, especificamente
los promotores de los genes EhPgpl y 5, muy cerca de sitio de inicio de la
transcripcion  tienen  secuencias de reconocimiento para factores
transcripcionales AP-1, ademas se ha reportado que estos genes estan
intimamente ligados a la regulacion por este factor transcripcional cuando el
trofozoito tiene activo sus mecanismos de patogénesis (11) no olvidando que a
partir de los 90 se reporto la activacion de un factor homologo AP-1 y de ERK
1/2 en trofozoitos activados con colagena tipo 1 (12 ).

Recientemente inhibidores de MAPK han tomado importancia como drogas en
el tratamiento de enfermedades inflamatorias y céncer. Destacando en
importancia lo encontrado en D. discoideum, ERK1/2 ha sido identificada y

esencial para el crecimiento celular, desarrollo multicelular y diferenciacion



(13). Esto abre la posibilidad entre las enfermedades causadas por patégenos
eucariontes como protozoarios y helmintos podrian ser tratados interviniendo la
via de sefalizaciéon de MAPK (14).

Regulacion del ciclo celular y la transduccion de sefales esta siendo estudiada
pero hasta el momento muy escasamente comprendida en Entamoeba
histolytica, el camino de transduccion de sefiales activado por componentes de
la matriz extracelular estan siendo identificados (15,16). Proteinas homélogas a
GTPasas han sido caracterizadas en Entamoeba histolytica y su importancia
en el control del ciclo celular (17). La interaccion de la amiba a colagena
dispara la fosforilacibn en residuos de tirosina de proteinas homoélogas a
STAT1/3, ppl25fak y ERK1/2(18), asi como la liberacion granulos
electrodensos formados principalmente por la enzima colagenaza (19).
Recientemente se reporta la identificacion de un gen homdlogo de MAPK en
Entamoeba histolytica (20). La caracterizacion de la via de sefalizacion de
MAPK y su relaciéon en la regulacion transcripcional de genes homoélogos a
MMPs en Entamoeba histolytica puede dar nuevas alternativas de tratamiento
al comprender su papel funcional en la patogénesis.

OBJETIVO GENERAL.:
Caracterizar el factor transcripcional AP-1 y su efecto sobre los mecanismos

de sefializacion en trofozoitos de Entamoeba histolytica.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Estudiar la participacion de las proteinas de MAPK, en el sefialamiento en
trofozoitos de Entamoeba histolytica activados por colagena tipo I.
2.- Determinar las vias de sefialamiento que se asocien con la cascada de

activacion de las proteinas de MAPK.

MATERIALES Y METODOS:
Programa de analisis de factores transcripcionales (TFsearch).
www. TFSEARCH Search Result.htm.

Haciendo un andlisis de los promotores de Entamoeba histolytica en el

GenBank . www.NCBI Sequence Viewer v2_0.htm.



RESULTADOS:
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Fig. 1. Promotor Ehpgpl de Entamoeba histolytica. Como se puede
observar en el rango de 1021 y 1081 se observan dos sitios de reconocimiento
para el factor AP-1. De color azul se sefiala la base del sitio de inicio.
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Escala maxima: 100.0 puntos, Escala Minima: 90.0 puntos.

Fig.2. Factor de Transcripcién de AP-1 en Ehpgpl de Entamoeba

histolytica. Haciendo un analisis de la region del promotor se puede observar

qgue en la region numero 1021-1081 se encuentran 5 sitios para AP-1, como lo

reportado por Gomez C, Pérez DG, LOpez-Bayghen E, Orozco E 1998




Transcriptional analysis of the EhPgpl promoter of Entamoeba histolytica
multidrug-resistant mutant. J Biol Chem 273:7277-84
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