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El adelanto de la biologia molecular ha permitido observar el genoma de
Entamoeba histolytica —el total de la informacion genética contenida en
su ADN-. Estos estudios representan solo la punta del iceberg, por lo que
sera necesario continuar con las investigaciones para encontrar la mejor

forma de controlar a este parasito y las enfermedades que produce.

El genoma de Entamoeba histolytica

n los dltimos afios se ha logrado un gran avance en la biologfa molecular
de Entamoeba histolytica. Esto ha permitido obtener datos sobre el genoma de
este parasito (el total de su informacién genética, contenida en su ADN), asi

e como sobre la naturaleza de los genes que lo constituyen.

Esta revisién se concentrard en algunos de esos genes y de los procesos mole-
culares de Entamoeba histolytica que podrian estar relacionados o ser directamente
responsables de la agresividad o virulencia de estas amibas, ya que este pardsito
tiene la capacidad de matar multiples tipos celulares, como neutréfilos (Guerrant
y colaboradores, 1981), linfocitos (Salata y colaboradores, 1987), células epiteliales
(Kobiler y Mirelman, 1981) y células cancerosas (Berninghausen y Leippe, 1997)
en un tiempo muy corto; es decir, entre 5 y 15 minutos. Las células atacadas por
este pardsito muestran dristicos cambios morfoldgicos asociados con la apoptosis
o muerte celular, acompafiados con pérdida de la integridad de la membrana plas-
matica asf como la fragmentacién del ADN de la células destruidas por este para-
sito. Esta amplia capacidad destructiva de E. histolytica sobre diferentes tipos celu-
lares permiten considerar a este pardsito como un organismo devastador.

Sabemos ahora que el ADN genémico de Entamoeba histolytica estd constituido
por 24 millones de bases (Mb) pricas y pirimidicas, de las cuales alrededor del 75%
corresponden a adenina (A) y timina (T). Los andlisis in silico de la informacién
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que se puede obtener de bases de datos en
Internet revelaron que de los 9938 genes
identificados, solamente 49% codifica para
proteinas, y de éstos tan sélo el 12% presenta
las secuencias llamadas intrones (Figura 1),
que se eliminan al sintetizarse una proteina,
y que algunos genes (6%) presentan miiltiples
intrones.

Esta caracteristica del genoma de las ami-
bas resulta muy interesante, ya que se cree que
los genes con miuiltiples intrones tendrfan la
posibilidad de generar diferentes moléculas de
ARN mensajero (ARNm) a partir del mismo
gen, dando como resultado que se sintetizaran
variantes o isoformas de una misma proteina,
cada una de las cuales podria tener diferentes
propiedades, bioquimicas o funcionales.

La organizacién del ADN en el nicleo de-
pende de su asociacién con protefnas llama-
das histonas, para formar la cromatina.
Aungque este agregado molecular se puede
distinguir en el nicleo amibiano (Figura 2),
el nimero de cromosomas, asf como el con-
tenido del ADN en ellos, o ploidia, han sido
dificiles de determinar. Los datos al respecto
son todavia sujeto de controversia.

En 1991 un anilisis de microscopia elec-
trénica de mayor resolucién revelé que la
cromatina de este pardsito presenta una or-
ganizacién semejante a la de un collar de
perlas, lo que sugirié que las estructuras
llamadas nucleosomas (las perlas), que se
observan en organismos superiores, también
organizan a la cromatina amibiana (Figura
3). Adicionalmente, se ha encontrado que
aunque el extremo amino terminal de las
histonas diverge respecto a la secuencia en-
contrada en organismos superiores, ésta con-
serva varios residuos del aminodcido llamado
lisina, que son el blanco potencial para su
acetilacion por las enzimas histona-acetil-
transferasas, lo cual promueve de manera po-
sitiva la actividad de expresién del ARNm;
es decir, la actividad transcripcional de los
genes en las células (Figura 4).
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Figura 1. Procesamiento del ARN mensajero. A) Organizacion estructural basica de
un gen. Promotor, sitio +1 del inicio de la transcripcion, region 5’UTR no traducida,
exoén 1 (El); exén 2 (E2) y exén 3 (E3); intron 1(11) e intron 2 (12), region 3'UTR no
traducida. B) Transcripcién del pre-ARNm y eliminacién de los intrones 11 e 12.
C) Organizacion estructural de un ARNm maduro: un CAP; una regién 5’'UTR no tradu-
cida; los exones E1-E2-E3; una region 3'UTR no traducida y una cadena de poli-A.
Este ARNm esta listo para que la maquinaria de traduccién de los mRNA (los ribo-
somas) promuevan la sintesis de una proteina. En este ejemplo, la secuencia pepti-
dica de esta proteina hipotética estaria constituida por la traduccion de los nucleé-
tidos del ARNm que codifican para los exones del E1al E3. Sin embargo, el mecanis-
mo molecular denominado “splicing” permite generar variantes de proteinas, ya
que es posible obtener las combinaciones E1-E3 (sin el exon E2) e E1-E2 (sin el exén
E3), lo que permitiria ampliar el repertorio funcional de esta proteina.

Figura 2. Microscopia electrénica del nicleo (N) de E. histolytica. Se puede ob-
servar la membrana nuclear (MN), el agregado perinuclear de la cromatina (MP) y
algunas vesiculas intranucleares (V).
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Figura 3. Cromatina obtenida de los nicleos muestra su organizacién en nucleosomas.

Heterocromatina

Figura 4. Regulacion de la expresion transcripcional. Representacion de cromatina activa constituida
por ADN e histonas (A y B), asi como mdltiples unidades fundamentales denominadas nucleosomas (A" y
B’). La eucromatina (A) es la forma en que el ADN estd transcripcionalmente activo, ya que las histonas
en los nucleosomas presentan una modificacion postraduccional llamada acetilacion (A’), realizada por
la enzima acetiltransferasa de histona (HAT). Este evento molecular es revertido por la enzima desace-
tilasa de histona (HDAC), que elimina la marca de acetilacién de la histona y permite que las histonas
sean metiladas (B’) por la enzima metiltransferasa de histonas (HMT). De esta manera se obtiene una
forma de organizacién de la cromatina denominada heterocromatina (B), la cual no es transcripcional-
mente activa; es decir, no hay sintesis de ARN mensajero ni tampoco de proteinas.
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En el genoma de Entamoeba histolytica

se han encontrado datos que sugieren

que en sus cromosomas han ocurrido
eventos celulares como la
recombinacién meidtica y

la posible existencia de un mecanismo

de reproduccién sexual

Ademds de estas caracteristicas, se conoce muy
poco sobre la organizacién estructural de la cromatina
de Entamoeba histolytica, debido en parte a que el ge-
noma de estas amibas no se condensa en cromosomas
visibles como tales durante la metafase de la mitosis,
como sucede en la mayoria de las células que tienen un
nicleo. Unicamente se han podido observar estructuras
que asemejan cromosomas utilizando técnicas especia-
les de microscopia de luz y electrénica. Con la técnica
llamada electroforesis de campos pulsados rotatorios se
identificaron, en nucleos aislados de amibas, entre 31
y 35 bandas cuyo tamafio podria contener fragmentos
del ADN entre 0.5 a 2.2 millones de bases.

® secuenciacion del genoma de

E. histolytica

La secuenciacién y el anilisis del genoma de Enta-
moeba histolytica no solamente ha permitido obtener
una vasta e importante informacién sobre el ndmero
de genes y el tipo de protefnas que son codificados por
los mismos. También han puesto en evidencia la posi-
ble existencia de mecanismos moleculares que hacen
de E. histolytica un organismo biolégicamente muy in-
teresante, no solamente por ser un problema para la
salud, sino porque ha permitido estudiar procesos y
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funciones sui generis que podrian favorecer que se se-
leccionaran pardsitos con mayor virulencia.

En el genoma de Entamoeba histolytica se han en-
contrado datos que sugieren que en sus cromosomas
han ocurrido eventos celulares como la recombinacién
meidtica y la posible existencia de un mecanismo de
reproduccién sexual. La existencia de una recombina-
cién meidtica abrirfa la posibilidad para que hubiese
transferencia de informacién genética entre distintas
cepas de E. histolytica que resultase en amibas con ma-
yor capacidad de invadir tejidos, sobrevivir y reprodu-
cirse, y por lo tanto en pardsitos mas agresivos. Los
andlisis también sugieren la posibilidad de que la trans-
ferencia de informacién genética confiera a las amibas
resistencia a farmacos, lo cual también permitiria a
las amibas sobrevivir en el hospedero y tener mayor
posibilidad para invadir los tejidos y para transmitirse
a otros individuos. Algo interesante en el genoma de
las amibas es que se ha observado la llamada ganancia
de informacién genética, obtenida por la transferen-
cia de genes provenientes de bacterias que habitan en
la flora intestinal del hospedero y que fueron fagocita-
das por las amibas.

Otros hallazgos interesantes: los andlisis del geno-
ma de Entamoeba histolytica mostraron que en este mi-
croorganismo hay diferentes genes que codifican para
proteinas pertenecientes a la familia A1G1, cuya fun-
cién estd relacionada con la resistencia a farmacos en
bacterias. Lo mds interesante es que la expresién de
este grupo de proteinas estd considerablemente dismi-
nuida en amibas que no son virulentas, como Entamoe-
ba dispar, lo que sugiere que estas moléculas podrian
participar en la virulencia de Entamoeba histolytica.
Para estudiar esto a fondo daremos una idea de las nue-
vas metodologias de biologfa molecular mediante las
cuales serfa posible inhibir la expresién de los genes de
protefnas como las mencionadas A1G1.

El empleo de un ARN antisentido o de un ARN de
doble cadena impedirfan la expresion de estos genes, al
competir con la transcripcién del ARNm no alterado,
del cual se traduce la informacién para sintetizar a las
proteinas. Otra metodologia, llamada “interferencia
por ARN” (ARNi) proporciona una estrategia facil y rd-
pida para degradar ARN mensajeros mediante la intro-
duccién a la célula de un ARN pequefio de doble cade-



na (siARN), homélogo al ARN mensajero celular de in-
terés, el cual es reconocido y degradado especifica-
mente, ya que contiene la secuencia complementaria
al siARN (Figura 5). Con la degradacién del ARN men-
sajero no habria la expresién o sintesis de la proteina
correspondiente. La maquinaria del ARNi requiere de
la participacién coordinada de tres proteinas clave que
incluyen a DICER, AGO y RdRP. El anilisis del geno-
ma de Entamoeba histolytica revel6 la presencia de tres
genes homologos para AGO, un gen para RdRp y, aun-
que carece de un gen que codifique para una DICER
tipica (dos dominios de la enzima ARNasa y un domi-
nio Paz), se ha encontrado un gen que contiene un
dominio de la ARNasa III que permite pensar que el
silenciamiento de genes a través de un mecanismo si-
milar al del ARNi podria funcionar en E. histolytica.
En el genoma de E. histolytica también se han en-
contrado genes que se repiten varias veces y que codi-
fican para ciertas proteinas. Se han identificado tres
grupos principales: los genes que codifican para las pro-
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Figura 5. Mecanismos basicos de la inhibicion de la expresion de
un gen a través de un ARN pequefio de interferencia (siARN).
A) Formacién de una doble cadena de ARN (dsARN). B) Corte del
dsARN por la enzima endonucleasa DICER para formar un siARN
pequeno. C) Formacién del complejo proteico (RISC), helicasa, y
el siARN pequefo para generar un siARN de cadena sencilla.
D) Degradacion de un ARNm especifico a través del ensamblaje
del complejo del RISC y el apareamiento especifico del siARN con
su ARNm blanco, impidiendo de esta manera que se traduzca y
se sintetice una proteina especifica.
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tefnas ribosomales, los que especificamente codifican
para proteinas tipo BspA (BspA-like), y los que lo
hacen para las proteinas Ariel. Las protefnas BspA-like
comprenden una extensa familia de antigenos de su-
perficie tanto en bacterias como en parésitos. En bac-
terias patégenas como Treponema pallidum y Tannerella
forsythensis, las proteinas Bsp-A participan en la agre-
gacién celular, en la unién a protefnas de la matriz ex-
tracelular y en la adhesién a células blanco, todas ellas
funciones que serian muy importantes para un parasito
invasor como las amibas, que requieren un contacto in-
timo para causar dafio a otras células.

Otro aspecto interesante de las moléculas Bsp-A es
que pueden estimular la produccién de citosinas proin-
flamatorias a través de la estimulacion de receptores
llamados Toll-like, que participan en la respuesta in-
munitaria innata encargada de detener el avance de
patégenos en el organismo. Estas citocinas a la vez ayu-
darfan a generar un microambiente inflamatorio que,
se ha propuesto, favorece la destruccion de células por
parte de las amibas. La abundancia de genes que codi-
fican para estas moléculas que se han encontrado en
Entamoeba histolytica podria estar vinculada con proce-
sos adaptativos para sobrevivir, colonizar e invadir las
mucosas del tracto digestivo del huésped.

El otro grupo de genes muy repetidos en E. histoly-
tica son los que codifican para proteinas pertenecientes
a la familia Ariel, la cual estd compuesta por protefnas
ricas en aminodcidos de serina. Se ha observado que
estas protefnas se caracterizan por presentar hacia su
extremo amino terminal una secuencia lider que pro-
mueve su asociacién con la membrana celular, mien-
tras que su extremo carboxilo terminal se caracteriza
por tener secuencias repetidas de serina organizadas en
grupos de 4 y 8 aminodcidos. Estas proteinas se locali-
zan principalmente en la superficie amibiana y son al-
tamente inmunogénicas, por lo que podrian ser muy
ttiles para inducir la produccién de anticuerpos contra
el parasito, aunque ain no se han estudiado.

En contraste con lo anterior, existen genes que han
sido ampliamente estudiados por su importancia, asi co-
mo por su participacién en diferentes procesos celula-
res relacionados con la patogenia de este parasito. Uno
de estos genes codifica para la lectina Gal/GalNAc;
otros codifican para las proteinas llamadas ameboporos
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y para algunas de las proteinasas de cisteina (descritas
en el articulo de Mineko Shibayama y Victor Tsutsu-
mi, en este mismo nimero de Ciencia).

El anilisis de este tipo de genes en el genoma de
Entamoeba histolytica permitié identificar redundancia
de los genes que codifican para este tipo de moléculas.
Se han identificado 30 homdlogos para la subunidad
intermedia de la lectina GalGalNAc, y un homolo-
go para la cadena pesada. Se encontraron diez nuevas
proteinasas de cistefna que pudieran estar asociadas
a la membrana plasmitica, y tres nuevos genes que co-
difican para ameboporos, de los cuales uno de ellos
también presenta cierto grado de homologia con Ia he-
molisina III, lo cual sugiere que la actividad litica
promovida por los ameboporos podria también estar
ligada con la actividad hemolitica. Las proteinasas de
cistefna también son codificadas por un grupo nume-
roso de sus respectivos genes.

Como se describe en otros articulos de este nime-
ro, la fase infectiva de Entamoea histolytica es la forma
quistica del parssito, y en el genoma se han identifica-
do dos genes relacionados con las secuencias codifi-
cantes para dos protefnas con actividad de sintasas de
quitina, EhCH-1 y ERCHS-2, que se requieren para la
sintesis de la glicoproteina quitina, componente prin-
cipal de la cubierta resistente del quiste. El anilisis fi-
logenético para las proteinas codificadas por estos dos
genes mostré que la protefna codificada por el gen
EhCH-1 es tnica, mientras que la enzima EhCHS-2 es
similar a sintasas de quitina pertenecientes a un grupo

llamado clados, presente en insectos y nematodos.
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Por otra parte, los estudios funcionales que se han
hecho mediante la expresién de las enzimas EhCHS-2
y EhCHS-1 en levaduras mostraron que EhCHS-1 se
expresa y es funcional en levaduras de cerveza, mien-
tras que para la enzima EhCHS-2 no se detecté activi-
dad significativa de sintesis de quitina. Sin embargo, si
se logré observar la expresién de EhRCHS-1 y ERCHS-2
a nivel de ARN mensajero en la amiba pardsita de rep-
tiles llamada Entamoeba invadens, después de ocho ho-
ras de induccién del enquistamiento. La evaluacién de
la expresién de EhCHS-1 y EhCHS-2 podrifa ser muy
importante para entender los mecanismos molecula-
res implicados en la expresién genética de estas en-
zimas, ya que seguramente permitirfa encontrar blancos
moleculares para impedir la formacién de quistes y di-
sefiar una o varias herramientas farmacoldgicas para
impedir la diseminacién del parasito al medio externo,
la infeccién o reinfeccién de hospederos.

Por otro lado, el conocimiento de las rutas meta-
bélicas establecidas en Entamoeba invadens han dejado
claro que las enzimas sintasa de glutamina y la amino-
transferasa de glucosamina-6-fosfato son clave en la
biosintesis de quitina en este parasito, por lo que su es-
tudio en Entamoeba histolytica también es importante
para poder bloquear la formacién de quistes.

® Regulacién de la expresién genética

en E. histolytica

Otros de los hallazgos recientes obtenidos de los
andlisis del genoma de Entamoeba histolytica son la
identificacion de las moléculas, asi como los mecanis-
mos implicados en las modificaciones epigenéticas (me-
tilacién del ADN o modificacién de las histonas), las
cuales inciden directamente en la conformacién de
la cromatina y en la regulacién de la expresion de los
genes. Dichos mecanismos moleculares ya se conocfan
en Plasmodium falciparum, y son importantes para la
variabilidad antigénica que se presenta en este para-
sito. Las modificaciones epigenéticas reportadas en
E. histolytica estin relacionadas con la metilacién del
ADN vy de la histona H3. La deteccion de la metilacion
del ADN permitié proponer que existe un mecanis-
mo de regulacién negativo de la expresién de genes,
asociado a las secuencias CpG (que se agrupan como



islas) de las regiones promotoras, mediante la partici-
pacion de enzimas como la citosina-5-metiltransferasa
(Dnmt2). Por otro lado, la modificacién epigenética
debida a la metilacion de la histona H3 se ha corre-
lacionado con la actividad positiva de transcripcion de
ciertos genes. Estos mecanismos epigenéticos de la re-
gulacién podrian ser importantes para activar o preve-
nir la expresién de genes involucrados en virulencia o
implicados en la expresién de moléculas relacionadas
con la formacién del quiste.

® Elementos méviles del genoma

Otro descubrimiento reciente en el estudio del ge-
noma de E. histolytica ha sido la presencia de elemen-
tos denominados transposones y retrotransposones en el
ADN amibiano. Los primeros son elementos con capa-
cidad de moverse de manera autosuficiente a diferen-
tes partes del genoma de una célula, generando una
transposicion de las secuencias del ADN que puede pro-
vocar mutaciones y cambios en la cantidad de ADN en
el genoma, o alterar la expresién de los genes en las
células en donde se lleva a cabo este proceso. Los re-
trotransposones son copias del ADN sintetizadas por
la enzima transcriptasa inversa a partir de ARN. La in-
sercién de retrotransposones también trae como conse-

cuencia cambios en la cantidad del ADN, asi como
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cambios y mutaciones en los genes. Estos estudios per-
mitieron determinar la existencia de estos elementos
moéviles en Entamoeba histolytica y establecer que estos
elementos se insertan preferencialmente en los mis-
mos sitios en el genoma.

En cuanto a los retrotransposones, también se ha
reportado que existen alrededor de 740 de estos ele-
mentos en el genoma, por lo que constituyen el 11%
del genoma de este pardsito. Estos elementos son de
dos tipos: SiNEs y LINESs. Se encontré que en 88 co-
pias de los LINES existen dos marcos de lectura abier-
tos: uno de ellos codifica para una proteina de funcién
desconocida y otro para una transcriptasa inversa, para
una nucleasa y para una protefna de unién al ADN. Por
otro lado, se ha reportado la existencia de un fragmen-
to invertido repetido denominado EhERE. En éste se
encontrd un marco de lectura abierto de 2.7 kilobases,
el cual codifica para una proteina similar a una ATPasa
relacionada con funciones de segregacién del ADN y
su reparacién. Aunque hasta la fecha no se tiene infor-
macién sobre la funcién de este tipo de moléculas, se
piensa que estos elementos del ADN amibiano podrian
estar participando en la generacién de variantes paté-
genas de E. histolytica, que son obtenidas tanto de ais-
lados clinicos como de cultivos de amibas hechos en
presencia de bacterias patégenas, en los cuales se pro-
duce un aumento en la virulencia del parssito.
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Como puede apreciarse en esta revision, los estu-
dios de la biologfa molecular de Entamoeba histolytica
solamente representan la punta del iceberg, y es nece-
sario continuar las investigaciones para encontrar la
mejor forma de controlar a este parasito y las enferme-
dades que produce.
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